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RESUMO

Agentes DNA-reativos estdo associados a varios tipos de interagdo com DNA, que
incluem intercalacao, ligacdo nao covalente as fendas, ligagao covalente / ligagéao
cruzada, quebra de DNA, e incorporacdo de nucleosideo, entre outros, produzindo
alteragcdes em sua estrutura. Quando essas alteragdes se fixam de forma capaz de
serem transmitidas, pode ocorrer genotoxicidade. O DNA é um alvo terapéutico
importante, apesar de ser menos seletivo. Nos Uultimos anos, moléculas
organometalicas tém sido descritas como compostos promissores na terapia contra
o cancer e outras doengas. Face ao atraente perfil farmacoldgico identificado por
substancias derivadas do ferroceno, este trabalho visa investigar a interacdo de
derivados ferrocénicos e seus precursores organicos com o DNA, por meio do
emprego de técnicas eletroquimicas e espectrofotométricas, a fim de propor
mecanismos de agao biologica via interagdo com DNA e possivel reatividade ao
DNA dos compostos. No trabalho, utilizaram-se biossensores de dsDNA, ssDNA em
solugédo e microbalanga eletroquimica de cristal de quartzo (MECQ), com avaliagao
de parametros eletroquimicos; espectroscopia no UV-Vis com concentracdo de DNA
fixa e variacdo da concentracdo dos analitos, em tampao Tris-HCI pH 7,2 com 10 e
30% de etanol. A inibicdo da fluorescéncia do complexo de brometo de etidio (BE)-
DNA foi avaliada em concentragcdes crescentes dos compostos, nas mesmas
condigbes de UV-Vis. A investigacdo do retardamento da mobilidade eletroforética
(RME) foi realizado em DNA pUC 19, em concentragdo de 100 pmol L. Os
resultados eletroquimicos evidenciaram a perturbacéo da estrutura nativa do dsDNA
e exposi¢cao da Guanina e Adenina para oxidagao, via interagdo com a substancia
P41 e da Adenina, via interacdo com a substancia P365. O Ferroceno nao interagiu
com DNA. Uma interagédo direta com ssDNA foi registrada apenas para P41. Por
MECQ, observa-se o aumento de massa de p41 em presenca da SAM de DNA. Por
espectroscopia no UV-Vis, foram calculados os valores de constante de formagao
(Kf), com base na absor¢gado do DNA, cujos maiores valores foram obtidos para P15:
Ki=1x 10°L mol" e P41: Ki = 2,4 x 10* L mol”. As constantes calculadas por
fluorescéncia também foram obtidas e comparadas, com os dados da Doxorrubicina,
agente reconhecidamente intercalante. Fc-25 mostrou maiores valores de K;. Todas
as substancias apresentaram estequiometria de ligacao 1:1. No retardamento da
mobilidade eletroforética (RME) observou-se uma diferenca em presenga de H3,
comparavel a Cisplatina, os demais nao alteraram a mobilidade. A combinagédo de
técnicas e os resultados alcancados sugerem que o tipo de interacdo entre os
compostos e CT-DNA seja por intercalagao, exceto H3 que possivelmente interage
de forma direta por ligagao de hidrogénio com as bases, sem intercalagao.

Palavras chave: CT-DNA, derivados ferrocénicos, interacdo, biossensor de DNA,
espectroscopia.



ABSTRACT

DNA-reactive agents are associated with several types of interaction with DNA,
including intercalation, non-covalent binding to the grooves, covalent bonding / cross-
linking, DNA breakage and the incorporation of nucleosides producing alterations in
its structure. When these changes are irreversible, they might be transmitted, causing
genotoxicity. DNA is an important therapeutic target, despite its lower selectivity. In
recent years, organometallic molecules have been described as promising
compounds in the therapy against cancer and other diseases. Given the attractive
pharmacological profile identified for ferrocene derivatives, this work aims to use
biosensors of dsDNA and ssDNA in solution, for a pharmacoelectrochemical study of
the interaction with CT-DNA, also using UV-vis/fluorescence titration of tamoxifen
and benzo-hydrazide-based ferrocenic derivatives, investigating their DNA-reactivity
profile. In the present work, dsDNA biosensor, ssDNA in solution, quartz crystal
microbalance (EQCM) and electrochemical evaluation were used; UV-Vis
spectroscopy at a fixed DNA and increasing concentration of the analytes, in Tris-HCI
buffer pH 7.2, with 10 and 30% ethanol. The inhibition of ethidium bromide (BE)-DNA
complex fluorescence was assessed at increasing concentrations of the compounds,
at the same conditions as used for UV-Vis studies. The retardation of electrophoretic
mobility (REM) was performed on DNA pUC 19 at compounds’ concentration of 100
umol L. The electrochemical results showed a disturbance of the native structure of
dsDNA and exposure of Guanine and Adenine bases, in one case, and only adenine,
in the other case, upon interaction with P41 and P365, respectively. Ferrocene itself
did not show interaction. A direct interaction with ssDNA was observed only with P41;
by EQCM, with evidence of the mass increase of p41 in the presence of the SAM of
DNA. UV-Vis spectroscopy allowed the calculation of K; values based on DNA
uptake, which were higher for P15, with K¢ = 1 x 10° L mol™ and P41 K¢ = 2.4 x 10* L
mol™. The constants calculated by fluorescence were also obtained and compared
with the data of Doxorrubicine, well-recognised as a intercalating drug. Fc-25 showed
higher K; values, all showed substantial accommodations binding stoichiometry 1:1.
Through REM, a difference in the presence of H3, comparable to cisplatin, was
noticed. The other compounds did not alter the mobility. The combination of
techniques and the results obtained suggest that the type of interaction between the
compounds and CT-DNA is by intercalation except for H3, which possibly interacts
directly with the bases, by hydrogen bonding.

Keywords: CT-DNA, ferrocenic derivatives, interaction, DNA biosensor,

spectroscopy.
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1 INTRODUGAO

O cancer é uma das principais causas de mortalidade no mundo e a
segunda principal causa de morte nos paises em desenvolvimento (JEMAL et al.,
2011). Cirurgia e radioterapia dominaram o tratamento de cancer até 1960.
Posteriormente, tornou-se claro que as taxas de sobrevivéncia aumentam com a
combinacdo da quimioterapia, o que abriu a oportunidade de aplicar farmacos em
conjunto com a cirurgia e/ ou radioterapia (DEVITA et al., 2008).

A era moderna dos farmacos anticAncer a base de metais comegou com a
descoberta das propriedades antitumorais da cis-[diaminodicloroplatina (Il)], a
cisplatina (LIPPERT, 1999). Atualmente, a cisplatina e seus sucessores, farmacos
de platina de segunda geracdo, carboplatina e oxaliplatina, estdo entre os mais
importantes agentes quimioterapéuticos usados contra uma variedade de canceres.
A Figura 1 representa as estruturas da cisplatina e a oxaliplatina e a carboplatina,
seguida de promissores candidatos a farmacos que estdo em ensaios clinicos nos
Estados Unidos (KIDANI; MASAHIDE, 1987).

Figura 1 - Metalofarmacos de platina, cisplatina, carboplatina e oxaliplatina usados
em terapéutica do cancer aprovados, e nedaplatina, lobaplatina,
heptaplatina e satraplatina, protétipos em estagio de ensaios clinicos.
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Fonte: (MJOS; ORVIG, 2014).
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O DNA ¢é aceito como sendo o alvo celular da cisplatina e seus efeitos
antitumorais s3o atribuidos a Pt** da molécula que se liga covalentemente na
posicao N-7 da adenosina (A) ou guanosina (G) na sequéncia GG e AG, formando
ligagbes cruzadas intercadeia e 1,2- ou 1,3-intracadeia, causando torgdes, que
bloqueiam a replicacéo, transcricdo e desencadeiam apoptose e necrose das células
tumorais, por conseguinte, mediando a citotoxicidade e resisténcia de compostos de
platina. A resisténcia aos metalofarmacos de platina € um processo multifatorial,
podendo ocorrer através de varios mecanismos, tais como diminuicdo da absorcao
do farmaco por resisténcia na membrana celular, aumento do efluxo de farmacos, a
inativacdo do farmaco por glutationa e metalotioneinas, evasao de apoptose e
valorizagao do reparo do DNA (BOULIKAS et al., 2007; BOULIKAS; VOUGIOUKA,
2003; MJOS; ORVIG, 2014).

A elucidagdo dos mecanismos moleculares que envolvem o mecanismo de
acao da cisplatina, resisténcia e sensibilidade forneceram o baseamento necessario
para a concepcao e sintese de novos compostos de platina com um perfil melhor de
toxicidade, evaséo de resisténcia e ampliagdo dos tumores alvo (BOULIKAS et al.,
2007; MJOS; ORVIG, 2014).

Estimulada pelo sucesso dos agentes anticancerigenos de platina, outros
compostos a base de metal estdo sendo testados quanto a sua atividade
antineoplasica. A literatura relata uma variedade de complexos metalicos que
apresentam atividades citotdxicas ou antitumorais, tais como de galio (lll), ouro (I,
), antimdnio (lll), bismuto (lll) e ruténio (ll) paladio (ll), cobre (ll), iridio (lll), ésmio
(IV), rédio (lll) (ARYANPOUR et al., 2012; PARRILHA et al., 2014; PENA, et al.,
2014).

Nesse sentido, muitos esforgcos sido direcionados na busca de mecanismos

de agao de candidatos a farmacos a base de metais que ndo sejam de platina.
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1.1 Metalofarmacos

Ha interesse crescente no uso de complexos de metais de transigcdo em
medicina, bem como em outras areas bioldgicas. Assim, muito se pode esperar da
quimica de organometalicos quando dirigida a utilizagbes terapéuticas, sendo tema
central da pesquisa quimica contemporanea (BIOT et al., 2000; PAITANDI et al.,
2014).

A introdugdo intencional de ions metalicos no sistema biolégico humano tem
provado ser util tanto para fins terapéuticos como diagnésticos. Este ultimo levou a
um aumento da compreensao e detecg¢ao precoce de doengas por meio da formacéao
de imagens do corpo vivo. Hoje em dia, agentes de contraste contendo isétopos
radioativos metalicos sao produzidos e administrados diariamente em muitos
hospitais em tomografia computadorizada por emissao de féton unico (SPECT) com
escaneamento do corpo humano (MJOS; ORVIG, 2014).

Os metalofarmacos destinados a terapéutica abrangem as mais diversas
patologias e tratamentos, como: (i) radiofarmacos, utilizados como ultima medida
nos estagios avancados de cancer, fornecem doses de radiacdo ionizante
citotoxicas diretamente no tecido; sdo eles o ®Sr, Y, 3Sm, ?®Ra; (ii) no
tratamento de herpes, testes clinicos com complexos de cobalto (Il) se mostram
promissores e a inser¢ao de uma variedade de metais de transicao (o vanadio, o
tungsténio, molibdénio e nidbio) tem demonstrado diminuir a atividades de HIV,
dentre outros virus; (iii) na artrite, compostos com ouro sao utilizados para retardar a
progressao de doengas reumaticas; (iv) no tratamento de diabéticos, efeitos
positivos estdo associados a analogos de vanadio; (v) como agente anticancer se
destaca a cisplatina como o metalofarmaco mais bem sucedido; (vi) agentes
antimicrobianos e anti-parasitarios baseados em arsénio, antiménio e bismuto; um
candidato promissor é a ferroquina, derivado ferrocénico da cloroquina para
tratamento de malaria (MJOS; ORVIG, 2014).

Derivados ferrocénicos tém sido reportados como altamente ativos in vitro e
in vivo contra varias doengas. Os primeiros estudos datam do fim da década de 70,
onde avaliaram seu potencial anticancer, mostrando excelentes resultados. Desde

entdo, varios compostos ferrocénicos tém sido sintetizados e avaliados em termos



19

de propriedades anticancerigenas (ORNELAS, 2011). Para tanto, sera detalhado

numa secgao a parte.

1.2 Ferroceno e seus derivados

Em 1951, Pauson e Kealy sintetizaram o ferroceno (Figura 2A) pela primeira
vez (KEALY et al., 1951). Este € um complexo organometalico "sanduiche" em que
um atomo de ferro, no estado de oxidagéo 2*, esta posicionado entre dois planos de
anéis ciclopentadienilicos (WILKINSON; WOODWARD, 1952).

O ferroceno exibe interessantes propriedades de oxirreducdo, as quais se
devem a sua capacidade de sofrer oxidagao reversivel, com a geragéo de espécie
do tipo cation-radical — ion ferrocénio (Figura 2A) (ROSEMBLUM, 1965). Sua
formagao pode ser entendida com o auxilio do diagrama de orbitais moleculares do
ferroceno (Figura 2B), que também explica a natureza diamagnética do ferroceno,
uma vez que todos os elétrons da camada de valéncia encontram-se emparelhados
(FRANCISCO; VARGAS, 2010).

O ferroceno € um composto organometalico que obedece a regra dos 18
elétrons, semelhante a regrado octeto, no caso de moléculas organicas. Do total de
18 elétrons disponiveis para ligacao (6 elétrons da camada de valéncia do Fe** e 6
de cada ligante ciclopentadienila Cp’), 12 encontram-se em orbitais fortemente
ligantes, e os outros seis, em orbitais ndo-ligantes e,y e asg. Essa configuragéo é
muito importante, ja que s&o os elétrons nao-ligantes que determinam o
comportamento redox e muitas propriedades quimicas do composto (Figura 2). Um
elétron pode ser facilmente removido do HOMO a;4, gerando uma espécie do tipo
cation-radical ferrocénio (ZERNER et al., 1980; FRANCISCO; VARGAS, 2010).
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Figura 2 - (A) Diagrama de orbitais moleculares e (B) processo redox reversivel do

ferroceno.
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Fe

Estudos nos levam a crer que o ferroceno em meio bioldgico seja oxidado ao

cation-radical ferrocénio pelo perdxido de hidrogénio na presenga da enzima

peroxidase (Figura 3) enquanto o processo de redugao pode acontecer por diversos

caminhos: i) pela acdo do anion radical superoxido, gerado fotoliticamente,

dependente do pH, sendo este convertido no sistema a Oy; ii) pela oxidagdo de

metaloproteinas (plastocianina ou ferrocitocromo c) e do nicotinamida adenina

dinucleotideo - NADH a NAD"" e iii) através da formacgao do radical HO® na presenca
da glutationa, GSH (EPTON et al.,, 1977; NEUSE, 2005; FRANCISCO; VARGAS,

2010).
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Figura 3 - Processos que envolvem o ferroceno em meio biolégico.
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Quanto as suas caracteristicas e propriedades, € um sélido de cor vermelho-
alaranjada de notavel estabilidade, soluvel em solventes orgénicos, mas néo em
agua. Ao contrario do que se poderia pensar, dada a sua estrutura, Fc € muito
estavel em ambientes oxidantes. Além disso, o ferroceno ndo é citotdxico. A sua
toxicidade é relativamente baixa (1,320 mg/kg por via oral e 500 mg/kg por via
intraperitoneal em ratos) fazendo dele um composto interessante para o
desenvolvimento de moléculas medicamentosas compativeis com praticamente
qualquer tratamento (DUBAR, 2012). No entanto, o seu produto oxidado, o ion

ferrocénio € bem conhecido por sua citotoxicidade (PAITANDI et al., 2014).

Por sua facil funcionalizagcdo, ha uma grande variedade de compostos
ferrocenilicos disponiveis, os quais se mostram muito promissores (ORNELAS,
2011). A literatura relata os mais diversos interesses na sintese de analogos com
atividades variadas, como quimiossensores de anions, biossensores, catalisadores,
polimeros e grupo redox em métodos eletroquimicos, para detectar uma sequéncia
de acidos nucleicos, pois possui um potencial redox acessivel (PEREIRA, 2013). O
ferroceno também tem atraido atencdo especial na Quimica Medicinal, como

candidato a farmaco para tratamento de varias doencas, tais como as infeccbes
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bacterianas, fungicas e virdticas, como, por exemplo, o virus da imunodeficiéncia

humana (HIV) e, principalmente, em malaria e cancer (PAITANDI et al., 2014).

Os mais relevantes exemplos de compostos baseados em ferroceno que
demonstraram atividade anticancer, sdo os que incluem: (i) sais ferricénio; (ii)
ferroceno conjugado com moléculas biologicamente ativas; (iii) derivados de
ferroceno moduladores seletivos de estrogénio; (iv) ferrocénio andrégeno e anti-
androgenos; (v) compostos ferrocénicos coordenados com outros metais; (vi)

porcdes ligadas ao ferroceno, direcionadas ao DNA (ORNELAS, 2011).

As propriedades anticancerigenas de derivados de ferroceno tém sido
estudadas em linhagens de células cancerosas desde o final dos anos 70 com
ferrocenil em polianilinas (FIORINA et al.,, 1978). Um exemplo muito citado é a
incorporagédo do grupo ferrocenil a estrutura da molécula hidroxitamoxifeno (Figura
4B), metabdlito mais ativo do farmaco Tamoxifeno (Figura 4A), e o resultado é o
ferrocifeno (Figura 4C). O tamoxifeno é o agente quimioterapéutico de primeira
escolha para os pacientes com cancer de mama, hormonio-dependente, classificado
como modulador seletivo dos receptores de estrogénio (SERMs) (JAOUEN et al.,
2004; PIGEON et al., 2005; HILLARD et al., 2006; BURIEZ et al., 2008; SILVA et al.,
2010).

Figura 4 - Estruturas quimicas do tamoxifeno A, hidroxitamoxifeno B e ferrocifeno C.
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Fonte: Autora, 2014.

Inicialmente, se acreditava que o mecanismo de acao do ferrocifeno seria
semelhante ao do tamoxifeno, através de ligacdo competitiva ao receptor de
estrogénio (ERa), reprimindo, assim, a transcricgido de DNA mediada por estradiol em

tumor de tecido. No entanto, tem sido demonstrado que a atividade do ferrocifeno
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em células horménio-independentes é devida a geragado de quinonametideos em

ambientes oxidantes (Figura 5).

Figura 5 - Sequéncia de oxidagao do complexo 1,1-di(4-hidroxifenil) -2-ferrocenil-but-
1-eno para a correspondente quinonametideo, provavel espécie citotoxica.
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Fonte: Adaptado de TAN et al., 2012.

Mecanisticamente, a sequéncia de oxidacdo apresentada na Figura 5 mostra
uma base promotora de transferéncia de elétrons entre o fenol e o ferrocenil através
da deslocalizacdo do sistema n da molécula, possivel pelo aumento da acidez do
grupo hidroxi (o qual pode ser formalmente representado como cation radical
hidroxilo como as espécies resultantes da transferéncia de elétrons intramolecular).
Nesse contexto, o grupo ferrocenila funciona como uma antena eletrénica e pode
servir como um transportador intramolecular do centro eletropositivo da molécula
(SCHLESENER et al., 1984; HILLARD et al.,, 2006). Em presenca de bases
adequadas (nucleobases ou peptideos) um radical fenoxi € formado, este rearranja
para um radical mais estavel com o carbono central. Ha oxidagdes subsequentes e
um auténtico quinonametideo é gerado, suficientemente eletrofilico para reagir com

endobidticos, o que pode levar a morte celular.

Por isso, a citotoxicidade dos ferrocifenois se origina da possibilidade de
geracao de quinonametideos em ambientes oxidantes, QM sendo eletréfilos que

poderiam danificar células por formacao de adutos com o DNA, a GSH, ou proteinas
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(TAN et al., 2012). Termodinamicamente, a presenca de ferroceno permite a
oxidagdo do grupo fenol para valores de potencial menos positivos do que os de
hidroxitamoxifeno, ou seja, em condigbes de oxidagdo biologicamente relevantes
(AMATORE et al., 1993). Pois, este grupo funciona como uma antena facilitando a

oxidacao do fenol por transferéncia intermolecular.

Em 1997, Biot et al., inspirados pelos trabalhos pioneiros do grupo do Prof.
Gerard Jaouen com os derivados de tamoxifeno, descreveram a sintese de novos
analogos da cloroquina (Figura 6A), referéncia no tratamento de malaria, onde a
cadeia de carbono é substituida pelo grupo ferrocenila na posigdo 1-4, relativa aos
dois atomos de N exociclicos. De uma primeira triagem de 50 compostos que
continham o grupo ferroceno (Fc) emergiu um candidato promissor: a 7-cloro-4-[(2-
N,N-dimetilaminometil)ferrocenilmetilamino]quinolina(SR97193), mais conhecida
como ferroquina (Figura 6B) que esta sendo desenvolvida pelo laboratério SANOFI-
AVENTIS (Franga) e encontra-se na fase Il dos ensaios clinicos. O planejamento da
sintese teve como base a avidez do parasito por ferro livre, porém o mecanismo de
agao que levou a ferroquina a manifestar atividade antimalarica mais ativa que a
cloroquina em linhagens de Plasmodium falciparum sensiveis e resistentes a
cloroquina ainda n&o foi totalmente elucidado. Seu mecanismo esta associado a
diversas propostas que comparam as propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas da ferroquina com as da cloroquina, como: (i) inibicdo do
pigmento malarico; (ii) geracao de espécies reativas de oxigénio; (iii) interagdo com
proteina transmembranal do P. falciparum; (iv) ligacao de hidrogénio intramolecular;
(v) modificagdo da cadeia lateral basica; (vi) variagao da posi¢éo do grupo Fc; e (vii)
metabdlitos secundarios (BIOT et al., 2000; FRANCISCO; VARGAS, 2010;
MJOS;ORVIG, 2014).
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Figura 6 - Estruturas da cloroquina (A) e ferroquina (B).
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Fonte: FRANCISCO; VARGAS, 2010.

As investigacbes sobre as interagcdes entre complexos metalicos e alvos
bioldgicos, sao importantes para entender melhor sua atividade farmacolégica. Uma
vez que o DNA é um importante receptor celular, muitos compostos exercem o0s
seus efeitos antitumorais através da ligacdo ao DNA, alterando assim a sua

replicacao e inibi¢ao do crescimento de células (LI et al., 2007)

Estudos anteriores do Grupo de Eletroquimica da UFAL avaliaram a
atividade biologica de trinta derivados ferrocénicos do tamoxifeno e um n&o
ferrocénico pelos métodos do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), avaliacdo do potencial hemolitico, avaliagdo da viabilidade celular em
linhagem de células de membrana glomerular basal de macacos (MGB de macacos,
integridade da membrana, analise morfolégica hematoxilina / eosina, coloragao
diferenciada por brometo de etidio/ laranja de acridina, avaliagdo da ativagao das
caspases 3 e 7, avaliagao do ciclo celular e fragmentacao do DNA e determinagao
da externalizagao da fosfatidilserina (Anexo |) (OLIVEIRA, 2014).

1.3 Interagdo com DNA

O DNA foi identificado como o principal alvo para farmacos anticancer,
considerado um dos receptores bioldgicos mais promissores para o desenvolvimento
de agentes quimioterapéuticos, onde, ao alterar a conformagdo do DNA, inibem a

duplicagao ou transcri¢ao (LI et al., 2012).

Calabresi e Chabner (1995) classificaram os farmacos antineoplasicos
usando como critério o ponto de interferéncia no mecanismo de agao das diferentes
etapas da sintese do DNA, transcricdo e transducgado (Figura 7). Entretanto, os

autores consideram esta classificacdo arbitraria, pois, por exemplo, os agentes
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hormonais, entre outros, ndo sao classificaveis desta forma. Contudo, a variedade
de tipos de compostos utilizados em quimioterapia oncolégica € tao grande, que tal

classificagéo sé pode ser feita indiretamente (ALMEIDA et al., 2005).

Figura 7 - Classificagdo de agentes antineoplasicos de Calabresi e Chabner.
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Fonte: Adaptado de ALMEIDA et al., 2005.

Dentre os farmacos anticancerigenos comuns em terapia clinica, estdo os
farmacos que podem inserir ou intercalar entre os pares de bases do DNA e inibir a
sintese de acidos nucleicos (TORIGOI et al., 2002).

Existem varios tipos de interagbes associadas com os ligantes de DNA.
Estas incluem intercalagcéo, ligacdo nao covalente as fendas, ligacao covalente/
ligacado cruzada, quebra de DNA, e incorporagao de nucleosideo (ERDEM et al.,
2008). De modo geral, ha duas classes de agentes de ligagao nao-covalentes com
DNA que foram identificadas, os intercaladores e os ligantes de fenda, os quais
podem apresentar interagdes moleculares do tipo hidrofdbicas, ibnica, ligacbes de

hidrogénio, ou van der Waals. Os intercaladores se ligam por meio da insergcéo de
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um cromoéforo aromatico planar entre os pares de bases adjacentes do DNA, onde a
interacdo ocorre entre os sistemas n-elétron da molécula e os anéis heterociclicos
dos pares de base; ao passo que ligantes de fenda encaixam-se na fenda menor do
DNA, causando menor perturbacao conformacional ou da estrutura primaria do DNA
(RESCIFINA et al., 2014).

As moléculas que se ligam ao DNA tém preferéncia por um unico sitio de
ligacao (sequéncia de bases), determinado por ligeiras diferengcas no mecanismo de
ligacao, resultando em variagbes de citotoxicidade e atividades farmacoldgicas.
Embora seja bem estabelecido que a ligagcdo ao DNA nao confere atividade
citotoxica, esta € critério necessario para a existéncia de um efeito genotoxico
(BANDYOPADHYAY et al., 2012).

Vale lembrar que moléculas livres em solu¢cdo e complexadas com os acidos
nucleicos podem existir em equilibrio dindmico. Primeiro, a molécula se liga
reversivelmente ao DNA antes de subsequentes eventos quimicos. Em principio,
existem seis modos de ligacdo reversivel de moléculas com a dupla hélice de DNA
(Figura 8): (i) atracdes eletrostaticas com a estrutura anidnica agucar-fosfato do
DNA, (ii) a interagdo com a fenda maior do DNA, (iii) as interagdes com a fenda
menor, (iv) intercalagdo entre pares de bases por meio da fenda maior, (V)
intercalacdo entre pares de bases por meio da fenda menor, e (vi) intercalagao
entrelagada (STREKOWSKI; WILSON, 2007).

Figura 8 - Representacdo da intercalagdao classica, ligante de fenda e intercalagao
entrelagado ao DNA.

Intercalagao Ligagao a Intercalagao
fenda entrelagada
Fonte: RESFINA et al., 2014.
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Nas dultimas décadas muita atencdo tem sido dada a sintese e
caracterizagdo de novos complexos de metal de transi¢do, porque alguns deles
podem interagir de modo ndo-covalente com o DNA, atuando como sondas para
manipulagédo da estrutura de acido nucleico ou exibindo propriedades de nuclease
(HADJILIADIS et al., 2009). Esforcos consideraveis sdo ainda necessarios para

desenvolver novos complexos de metais de ligacdo ao DNA (SUN et al., 2011).

Como um resultado do complexo de formacado que ocorre entre DNA e os
farmacos, a termodindmica, a estabilidade e as propriedades funcionais do DNA
sofrem mudanca. O entendimento de como a complexacao afeta tanto a estrutura,
como as propriedades mecanicas do DNA, € um passo importante no sentido de
elucidar o mecanismo funcional do agente de ligagdo e também pode fornecer
informacdes para a producdo de medicamentos de forma racional. Por conseguinte,
torna-se necessario o uso de técnicas analiticas que possibilitem identificar possivel

interacdo com o DNA e quantifica-la.

1.3.1 Técnicas de investigacao

Muitas sdo as técnicas para a investigacdo da capacidade de um composto
interagir com o DNA. Por exemplo, se na presenca de DNA um composto mostrar
um desvio para o vermelho na absor¢cao de UV-Vis pode sugerir interacdo (SUH;
CHAIRES, 1995). Mais conclusivamente, estudos de desnaturacao térmica, onde o
DNA dupla fita, na presenga e auséncia de compostos € desnaturado termicamente
em componentes de cadeia simples. Os compostos que se associam fisicamente
com o DNA aumentam a temperatura do ponto médio de desnaturacdo (Tm)
(MARTINEZ et al., 2005).

Os compostos fluorescentes podem ter deslocamento no comprimento de
onda, e/ou aumento das emissbes de fluorescéncia quando ligados ao DNA. O
brometo de etidio intercalador (BE) aumenta em 24 vezes sua fluorescéncia na
presenca de DNA. Além disso, mudancgas no espectro de dicroismo circular do DNA
na auséncia e presenca de diferentes proporgdes do farmaco também podem indicar
interagdo (PALCHAUDHURI; HERGENROTHER, 2007).
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A calorimetria de titulagdo isotérmica € uma técnica sensivel em que o
composto é titulado numa solugdo de DNA, permitindo a determinagdo dos varios
parametros de ligacdo, tais como constante de dissociagdo (Kg), entalpia (AH),
entropia (AS), e a estequiometria da ligacédo. Entretanto, depende muito de variavel

do meio, como pH, tampéao e temperatura (REN et al., 2000).

Medicbes de viscosidade sdo uteis para processos com intercaladores, pois
este provoca o desenrolamento e o alongamento do DNA, aumentando a propor¢ao
do intercalador e DNA, aumentando a viscosidade da solugdo. Se um plasmideo
circular é usado, os picos de viscosidade diminuem com o aumento da concentracao
do composto, indicando mudangca no DNA de um estado superenrolado negativo
para um relaxado. Porém, esta limitada pela solubilidade aquosa do composto
(PILCH et al, 1993). Embora a mudanga em viscosidade possa identificar
conclusivamente intercaladores, o dicroismo circular € uma forma de espectroscopia
que faz uso da absorcao diferenciada da luz polarizada no sentido horario ou no
sentido anti-horario, pode distinguir simultaneamente entre os modos intercalante e
de ligagdo ao sulco (PALCHAUDHURI; HERGENROTHER, 2007).

Experimentos de fluorescéncia envolvem o monitoramento do espectro de
emissdo de um composto fluorescente em auséncia e presenca de DNA. O
aparecimento de uma banda de absor¢cdo no comprimento de onda de excitagao do
DNA em 260 nm indica uma estreita interacdo e transferéncia de energia entre os
pares de bases de DNA e a molécula, porém ndo € exclusivo de intercaladores,
certos ligantes de fenda sédo capazes de transferir energia por fluorescéncia (HYUN
et al., 1997).

Espectroscopia vibracional no infravermelho é frequentemente usada para
caracterizar a natureza da interagao e para monitorar os efeitos de varios farmacos
sobre a estrutura do DNA. O aumento da intensidade ou o deslocamento das
vibracbes moleculares das bases e fosfato do DNA estdo associados a interacao,
permitindo determinar os locais de ligacdo do farmaco, a especificidade de
sequéncia, a estrutura secundaria e a estabilidade helicoidal do DNA, em solugao

aquosa (NEAULT et al., 1996). Ha necessidade de que o DNA dos ensaios esteja
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extremamente purificado, procedimento detalhado na metodologia (HANLON et al.,
2000).

O uso de modelos biolégicos experimentais in vitro, que mimetizam o
ambiente biolégico também sdo muito empregados nos estudos de interagdo com
DNA, como o teste do cometa, estudo in vitro que avalia a extensao da quebra ao
DNA apés exposigao de linfocitos a substancias suspeitas de potencial genotoxico.
A interpretagdo das laminas coradas com brometo de etideo € feita no microscopio
de fluorescéncia, onde para cada cauda é atribuido um nivel de dano (COLLINS et
al., 2004).

Andlises de distribuicdo do ciclo celular e fragmentagdo de DNA por
citometria de fluxo reforcam os resultados de interagdo com DNA e mecanismo de
morte celular. Os dados sao interpretados em histogramas de ciclo celular com os
dados de intensidade de fluorescéncia versus o numero de células. A intensidade de
fluorescéncia emitida é diretamente proporcional a quantidade de DNA existente na
célula, permitindo assim diferenciar DNA celular, e suas diferentes intensidades nas
fases do ciclo (G4, S e G;) do DNA fragmentado (SHAPIRO et al., 1995; BROWN;
WITTWER, 2000).

Ao longo dos anos, a interagdo do DNA com outras moléculas tem sido
extensamente estudada pelas técnicas supracitadas. A maioria desses métodos,
porém, sao indiretos e exigem diferentes estratégias de rotulagem. Além disso, o
tempo de producdo e custos dos ensaios convencionais colocam um limite para a
aplicabilidade de rastreio em grande escala de candidatos a farmacos (ERDEM et
al., 2008).

Nesse sentido, as técnicas voltamétricas tornam-se importante instrumento
para a analise conformacional do DNA, produzindo evidéncias sobre o polimorfismo
da dupla hélice pelo estudo dos danos oxidativos causados a este pela interagao
com o alvo em solugdo (DOGAN-TOPAL et al., 2009; DRUMMOND et al., 2003).

Logo, descrever principios da técnica torna mais facil a discussao dos resultados.
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1.4 Eletroquimica

Os estudos que envolvem a transferéncia de elétrons sao importantes para a
compreensao de varios processos que ocorrem no meio biolégico, auxiliando assim
no desenvolvimento das areas quimico-farmacéutica, farmacoldgica, toxicoldgica e
biomédica, em geral. Muitos dos mais importantes processos em célula viva, desde
seu metabolismo até sua defesa, envolvem processos de oxidagéo e redugdo. As
enzimas que catalisam os processos de oxidagao e reducao sao onipresentes nos
organismos vivos. Esses processos requerem um ambiente redox que permita
realizar eficientemente esta fungdo. Esse ambiente redox é mantido por um
complexo grupo de proteinas, peptideos e genes, com base em uma série de
transformacgdes redox e nao-redox, catalisadas enzimaticamente ou nao, e envolvem
transferéncia de elétrons e de atomos. Qualquer mudanga nesse delicado equilibrio
pode causar alteracdo na homeostase celular ou em outros ambientes (MOURA,
2008).

A eletroquimica se refere a fenbmenos quimicos associados a transferéncia
de elétrons, que podem ocorrer homogeneamente em solugdo, ou
heterogeneamente na superficie do eletrodo (BRETT e BRETT, 1996). O processo
eletroquimico baseia-se na aplicacdo de um potencial capaz de oxidar ou reduzir
substratos de interesse, sendo o método padrao para o estudo das reacdes redox.
Os métodos eletroquimicos oferecem certas vantagens sobre métodos
convencionais, como o uso de pouca quantidade de reagentes; custo relativamente
baixo de instrumentacao; oferecimento de informagdes sobre a atividade da espécie
quimica, além de facil controle de variaveis, que, combinadas de formas diversas,
levam a técnicas eletroquimicas particulares (MELLO, 2007; MOURA, 2008;
SKOOG, 2009).

1.4.1 Voltametria ciclica

Dentre as diversas técnicas eletroquimicas existentes, a técnica mais
comumente utilizada para adquirir informacdes qualitativas sobre os processos
eletroquimicos é a voltametria ciclica. A eficiéncia desta técnica esta na sua
habilidade em fornecer, rapidamente, informacdes sobre as reacdes de transferéncia

de elétrons, sobre a termodindmica de processos redox, sobre a cinética de reacdes
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heterogéneas de transferéncia de elétrons, a possibilidade de investigar a
reatividade quimica das espécies eletrogeradas e reagdes quimicas acopladas a
processos adsortivos, além de auxiliar na elucidacdo do mecanismo eletrédico
analisado (BRETT e BRETT 1996; BARD e FAULKNER, 2001).

A voltametria ciclica € uma técnica de varredura reversa de potencial, onde o
potencial aplicado ao eletrodo é submetido a variagdo, numa velocidade conhecida,
e ao atingir o potencial final desejado, a varredura é revertida ao valor inicial, na
mesma velocidade. Obtém-se como resposta a essa perturbagdo (Figura 9a), no
caso de uma transferéncia eletrdnica reversivel, um par de picos, catédico e anddico
(Figura 9b), quando uma transferéncia ¢é irreversivel ha apenas um pico (Figura 9c)
(GREEF et al., 1985).

Figura 9 - Representacdo esquematica do (a) Potencial aplicado ao eletrodo, tem
como resposta um sistema (b) reversivel e (c) irreversivel, com destaque
para os parametros mais importantes, em voltametria ciclica.

PERTURBAGCAO RESPOSTAS OBTIDAS
APLICADA (a) Onda reversivel (b) Onda irreversivel (c)
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Fonte: GREEF et al., 1985.

A forma de aplicagdo do potencial, em voltametria ciclica, esta representada
na Figura 10a, onde o potencial € modificado ou variado linearmente com o tempo,
no eletrodo de trabalho estacionario em uma solugdo sem agitagao. A técnica de
voltametria ciclica “staircase” é utilizada como contraponto a voltametria ciclica
linear, no sentido de minimizar a contribuicdo da corrente capacitiva na corrente
total. Porém, o potencial é aplicado na forma de escada (staircase, Figura 10b), com
pequenos degraus de potenciais (da ordem de 10 mV) e tempo de duragéo pequeno

(50 ms), sendo a corrente medida apenas no final deste intervalo (MIAW et al., 1988;
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BOLT, 1997; TICIANELLI e GONZALEZ, 2005; BARD e FAULKNER, 2001; BRETT e
BRETT, 1996).

Figura 10 - Formas de aplicagdao de potencial para a voltametria ciclica: a) potencial
com varredura linear e b) potencial do tipo escada (staircase).
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Fonte: BOLT, 1997.

A analise do processo eletroquimico ocorrido pode ser feita por meio da
obtencdo dos parametros eletroquimicos mais importantes, ou seja, os potenciais de
pico catodico e anodico (Epc € Epa), as correntes de pico catodica e anddica (ipc € fpa)
e os potenciais de meia onda (Ey/2). Por outro lado, as reagdes que ocorrem no
eletrodo sao determinadas por dois componentes principais que sao o transporte de
massa do analito por difusdo em solucdo para a superficie do eletrodo, e a
transferéncia heterogénea de carga entre o analito e o eletrodo, em alguns casos
ainda podem ocorrer reagdes quimicas acopladas a algum destes processos (BARD
e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 1996).

Para uma reacgao reversivel, ou seja, uma reagao que ocorre com velocidade
suficientemente alta para estabelecer um equilibrio dindmico na interface, apenas a
etapa de transferéncia de massa influenciara no processo. A corrente do pico (em

amperes) neste caso € dada por:
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Sendo que n é o numero mols de elétrons envolvidos no processo, A é a area
do eletrodo (cm?), D, é o coeficiente de difusdo (cm?s™) e C, é a concentracdo da

espécie em solucdo (mol cm™), é a velocidade de varredura (V s™') (equacéo 1).

Para uma reacao reversivel, a corrente de pico varia linearmente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura, a razao entre a corrente de pico anddico e
catodico sera igual a 1 e independente do valor de v, o potencial de pico nao

. ~ . . ~ 0 12 4
apresenta variagdo com a velocidade de varredura de potencial e a razéo i/v'* é

constante e independe de v (BARD e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 1996).

Para calcular a razdo entre as correntes de pico ipalipc, @ equagao descrita por
R. Nicholson pode ser utilizada (BARD e FAULKNER, 2001) (Equagéao 2),
ipa _ (ipalp | (0485} (isplo

= + + 0,086 .2,
ipe  Lipdd Lipcho ! Eq. 2

em que devem ser consideradas as intensidades das correntes (ipa)o, (fpc)o € (isp)o

desde a corrente zero, sendo desta forma, descritas na Figura 11.

Figura 11 - Voltamograma ciclico, descrito por Nicholson, detalhando as correntes de
pico em relagdo a corrente zero.
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Fonte: Adaptado de Bard e Faulkner, 2001.

Quando a velocidade de transferéncia de carga é lenta comparada com a
velocidade de varredura, as concentragdes das espécies oxidadas (Oy) e reduzidas

(Req) Ndo serdo mais fungdo apenas do potencial, ndo possuindo, portanto um
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comportamento nernstiano. Nestas circunstancias, a equacdo que descreve a
corrente de pico (ipc) € dada segundo a equagéo 3:

1/2

ipe= (2,99 x 10%)n(an)*/2AC, D, “v/? Eq. 3.

Nestes casos, em reagdes irreversiveis, o voltamograma costuma apresentar
apenas pico anddico, podendo se deslocar com o aumento da velocidade de
varredura. Ja para uma reacao eletrodica quase-reversivel, a corrente é controlada
tanto pela etapa de transferéncia de massa como pela etapa de transferéncia de
carga e a equacado de Nernst seria apenas aproximadamente satisfeita (BARD e
FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 1996).

Os testes diagndsticos para a caracterizagdo dos processos descritos em
voltametria ciclica sdo apresentados na Tabela 1. Em uma analise qualitativa, na
maioria das vezes, o perfil da onda pode dar indicio de processo reversivel, como a
presenca de um par de picos (catédico e anddico) de mesma altura, com potenciais
de pico separados por uma distancia de 59/n mV (n = numero de elétrons), caso as
espécies oxidadas e reduzidas sejam estaveis. Por outro lado, um processo
irreversivel pode ser caracterizado pela evidéncia da completa auséncia do pico
reverso, apesar de esse ndo ser o0 unico critério de analise, como descrito
anteriormente (GREEF et al., 1985).

Tabela 1 - Testes diagnosticos em VC para processos reversiveis (a), irreversiveis (b)
e quase-reversiveis (c).

Processos Reversiveis (a) Processos Irreversiveis (b) Processos Quase-reversiveis (c)

AEp = Epy — Epe = 59/n mV Auséncia de pico reverso loalloc =18 a=0,5

|Ep — Epz| = 59/n mV |Ep — Eppo|l = 48/an mV I, aumenta com o aumento de v

|fpallpc| = 1 E,. desloca —30/an mV por E, desloca negativamente com
década de aumento de v aumento de v

E, é independente de v

I dependente v'"? AE, = 58/n mV e aumenta com v.
I, dependente v'?

Fonte: Adaptado de GREEF et al., 1985
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1.4.2 Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial € uma técnica muito usada em medidas em
niveis traco, de espécies organicas e inorganicas, em que, o degrau de potencial é a
base deste tipo de voltametria (WANG, 2000). Na voltametria de pulso diferencial,
pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma rampa de potencial crescente sao
aplicados ao eletrodo de trabalho, sendo que a forma e os sinais de excitacao
captados dependem do tipo de aparelho utilizado, podendo ser tanto analégico
quanto digital (Figura 12). Nos equipamentos analégicos, uma sobreposi¢do de
pulsos periddicos sobre uma rampa linear é verificada (Figura 12a), ja em
equipamentos digitais, ha uma combinacdo de um pulso de saida com um sinal em
degrau (Figura 12).

Figura 12 - Representacdo esquematica da aplicacdo do potencial em fungédo do
tempo em VPD, tanto para instrumentos analdgicos (a) quanto para
instrumentos digitais (b). Amostragem da corrente em S1 e S2, sendo
registrada a diferenga entre essas correntes.
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Fontes: BARD e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 1996.

Em VPD, a corrente é medida duas vezes, sendo uma antes da aplicagao do
pulso (S1) e outra ao final do pulso (S;), onde a primeira corrente é
instrumentalmente subtraida da segunda. Em seguida, a diferenga das correntes é
plotada em fungdo do potencial aplicado, e o voltamograma resultante consiste de
picos de corrente de forma gaussiana, cujas areas sao diretamente proporcionais a
concentragao do analito (Figura 13B) (BRETT e BRETT, 1996).
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Figura 13 - Perfil corrente-potencial esquematico para VPD.
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Fonte: Adaptado de BRETT e BRETT, 1996.

Para a voltametria de pulso diferencial, o objetivo de se fazer duas leituras de
corrente e se trabalhar com a diferenga entre elas é fazer a corregdo da corrente
capacitiva. A medida que se aplica o pulso, ocorre um acréscimo da contribuicdo da
corrente capacitiva e da corrente faradaica, mas a corrente capacitiva diminui
exponencialmente, enquanto que a corrente faradaica diminui linearmente. Assim,
escolhendo um tempo apropriado para se fazer a segunda leitura, faz-se a leitura da
corrente total a um valor de corrente onde a contribuigdo da corrente capacitiva
(ndo-faradaica) pode ser desconsiderada. Esta corregcao de correntes possibilitada
pelo modo de pulso diferencial permite obter limites de detecgdo da ordem de 108
mol L' (BRETT e BRETT, 1996).

1.4.3 Biossensor de DNA eletroquimico

Biossensores sao dispositivos que combinam um componente biolégico com
um componente detector e compreendem os elementos sensiveis, material
biologicamente derivado, como elemento de reconhecimento; ligado a um sistema
de deteccdo acoplado a um transdutor, o qual deve ter capacidade de converter o
sinal quimico gerado em sinal mensuravel (corrente elétrica, variacdo de
temperatura, absorgédo de luz) e processa-lo, Figura 14 (WANG, 2000; LIU et al.,
2012).

Em eletroquimica, esses dispositivos analiticos que se baseiam em reacdes
de transferéncia de carga, sédo ditos processos faradaicos, ou ainda processos nao

faradaicos, no caso dos que se baseiam em migragcéo de carga. Ainda podem ser de
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natureza: potenciométrica; condutimétrica; amperométrica, voltamétrica; Optica;
entalpimétrica; piezelétrica (WANG, 2000). A ultima década assistiu a um grande
desenvolvimento de biossensores eletroquimicos de acidos nucleicos, justificado
pela obtencdo de informacdes especificas de sequéncia mais simples, mais rapido e
mais barato do que os testes tradicionais de acido nucléico. Além disso, esses
dispositivos oferecem maneiras inovadoras para a interface, em nivel molecular (LIU
et al., 2012).

Figura 14 - Configuracdo de um biossensor, mostrando a organizagdo dos seus
componentes funcionais. A deteccao do analito-alvo é feita por um
componente biolégico que gera um sinal (A), o qual é convertido (B) e
processado (C).
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| el - salda do sinal >
. /‘

P
s - Unidade
Analito-alvo = O = e Elementode  Transdutor processadora
© reconhecimento (B) de sinal (C)

(componente
biologico) (A)

Fonte: CALIL, 2011.

O monitoramento eletroquimico de interagdes farmaco/DNA esta relacionado
com as diferengas entre os sinais eletroquimicos de moléculas que se ligam ao
DNA. Devido ao efeito de proximidade da cadeia dupla, dsDNA, a alteracdo causada
pela possivel interacdo do composto com o DNA pode ser observada por mudancgas
nos sinais de oxidacdo ou reducdo em relacao aos compostos e a(s) base(s) do
DNA. Os processos de monitoramento podem ser realizados em diferentes eletrodos
e detecta interagdes entre as distintas substancias e o DNA em solugédo e / ou na
superficie do eletrodo (ERDEM et al., 2008). A Tabela 2 traz alguns exemplos de
interacbes identificadas via eletroquimica com compostos de interesse bioldgico,

além de constantes de formagao do complexo.
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Tabela 2 - Sensores eletroquimicos de DNA empregados para a analise de interagdo com diferentes compostos bioativos.

Sensorde MD Eletrodo Interagoes Compostos Constante de ligagao Referéncia
DNA (L mol-1)
ds-DNA FE SnO, através da formagao de tetrafluoro-1,4-benzoquinona JIAetal., 2010
adutos covalentes (TFBQ);
tetra-1,4-cloro-benzoquinona o
(TCBQ)
ssDNA VC GCE por ligagbes de hidrogénio 5-hidroxi-1,4-naftoquinona; ZANG et al., 2012
1,4-Benzoquinona .
e 1,4-naftoquinona
dsDNA VPD GCE por intercalacéo e ligagéo C-1305 (5-dimetilaminopropilamino- NOWICKA et al,
e com a fenda menor 8-hdroxi-6H-v-triazolo[4,5,1- o 2009
E-UV delacridin-6-one)
dsDNA e VPD GCE interagdo com guanina 2-ftalimido-N-substituted OZKAN-ARIKSOYSAL
ssDNA feniletanosulfonamida . etal., 2010
(PMPES-derivatives)
dsDNA VPD GCE intercalacao Metotrexato _ PONTINHA et al, 2011
dsDNA VPD GCE formagéo de 8-oxoguanina Ocratoxina A (OTA) . OLIVEIRA et al, 2007
dsDNA EFE PGE intercalagéo entre as bases benzotienoindol (BTIN) e . QUEIROZ et al, 2008.
VPD de DNA benzofuroindol (BFIN)
dsDNA VPD PGE intercalacao Codeina e Morfina . ENSAFI etal, 2013
dsDNA e VPD CPE e alteracao nos sinais de Ciclofosfamida . PALASKA et al, 2007
ssDNA PGE oxidag&do da guanina denina
dsDNA VPD GCE intercalagéo e interagéo Gatifloxacino 3,2 X 10° ABD-ELGAWAD et al,
eletrostatica Moxifloxacino 26x10° 2010
Esparfloxacino 2,8 x 10°
dsDNA VPD HMDE e intercalacao Lumicromo 4,12 (£ 1,12) x 10° IBRAHIM et al, 2003
GCE 1,03 (+ 0,43) x 10*
dsDNA e VCe PCE intercalagao entre fenda Nitazoxanida 4.1x 10° RADI; EL-NAGGAR;
ssDNA VPD NASSEF, 2014
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dsDNA VC GCE intercalagéo bis(1,10-fenantolina)cobre(ll)

4,14 0,24 x 10° NI et al., 2006

dsDNA VC GCE intercalagéo Bis (m-ferrocenilbenzoato)tri(p-
tolil)antiménio (V) e
Bis (p-ferrocenilbenzoato)tri(p-

tolil)antimonio (V)

6,61 x 10° ASGHAR et al. 2012

6,58 x 10°

*MD= método de detecc¢do; VPD=Voltametria de Pulso Diferencial; VC=voltametria ciclica; FE=fotoeletroquimica; E-UV=espectroscopia; EF=Espectroscopia
de Fluorescéncia de UV; CP=pasta de carbono; PGE=eletrodo de grafite descartavel; CGE= eletrodo de carbon vitreo; HMDE= eletrodo de gota de mercurio.

Fonte: Autora 2014.
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Existem diferentes tipos de eletrodos de trabalho (carbono vitreo, ouro, pasta
de carbono). Varios métodos foram desenvolvidos para ligar as sondas de DNA para
as superficies solidas de biossensores. Sistemas comuns de Imobilizagado de sonda
incluem: (1) monocamadas auto-organizadas com sondas funcionalizadas com tidis
em eletrodos de ouro; (2) fixacdo de sondas de DNA biotinilado, através da interagao
biotina-avidina na superficie do eletrodo; e, (3) eletropolimerizagdo com produgéo de

sondas com comprimentos diferentes (LIU et al., 2012)

Um método eletroquimico classico para analise de acidos nucléicos baseia-
se na oxidagado das bases guanina e adenina do dsDNA por voltametria de pulso

diferencial, cujo principio base esta representado na Figura 15.

Figura 15 - Representacido do modo de operacdo do biossensor de DNA. O analito
entra entre as fitas do DNA, modifica sua conformagido, o que leva a
exposigao de suas bases, passiveis de oxidagao anédica.

Biossensor Eletroquimico de DNA
para estudos de interacdao de farmacos
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sistema molecular: ou conformacional da Sinal analitico:
Fita simples ou dupla camada do DNA modificagao na oxidagao
do DNA da (se possivel) oxidagao

do analito

Fonte: Adaptado de ABREU et al., 2011.

Na Figura 16, véem-se os sitios passiveis de oxidagdo dessas bases e suas
etapas de oxidacao estdo esquematizadas na Figura 17. Os picos anddicos dessas
bases nitrogenadas apresentam como valores caracteristicos de potencial, 0,8 V
para guanina e 1,2 V para adenina e o mecanismo de oxidacdo compreende duas

etapas, com a perda de quatro elétrons e quatro protons (BRETT et al., 1999).
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Figura 16 - Pareamento Watson-Crick de bases e os respectivos sitios de oxidagao e
reducdo do DNA.
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Fonte: Adaptado de RAJSKI; WILLIAMS, 1998.

Em eletrodo de carbono vitreo, os picos referentes a eletrooxidagao do DNA,
em meio acido (pH 4,5), referem-se a oxidagdo das bases puricas (guanina e
adenina), sendo as bases pirimidicas (timina e citosina) eletroinativas nessas
condicbes. Em geral, o dsDNA apresenta menores correntes de eletrooxidacao
quando comparado ao ssDNA (DNA desnaturado, fita simples), isso se deve nao s6
pelo fato de os sitios de oxidagéo estarem protegidos, por estarem envolvidos em
ligagbes de hidrogénio, como também por sua menor flexibilidade de adsorcao
(ABREU et al., 2011).

A interacdo de um analito (isto €, um farmaco, pro-farmaco ou um
intermediario gerado in situ) com dsDNA pode levar a ruptura de ligagbes de
hidrogénio e consequente abertura da dupla hélice, o que resulta em aumento da
acessibilidade para as bases constituintes. O grau de dano de DNA pode ser
determinado por monitorizagdo da oxidacdo das bases expostas por voltametria. A
8-oxoguanina e a 2,8-oxoadenina (Figura 17) sdo exemplos de produtos
mutagénicos gerados a partir do dano oxidativo causado por radicais livres e
exposicao a radiacao ionizante (OLIVEIRA-BRETT et al., 2004).
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Figura 17 - Mecanismo geral proposto para possiveis reagoes de oxidagcdo para
guanina (A) e adenina (B).
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As caracteristicas eletroquimicas de tais biossensores de dsDNA tém sido
avaliadas, e é evidente que esta abordagem pode fornecer uma maior compreensao
do mecanismo de interacdo entre farmacos e DNA e, assim, um direcionamento no

planejamento de novos farmacos com esse mecanismo (BARROS et al., 2012).

Assim, métodos eletroquimicos oferecem uma grande promessa para
explorar as diferencas nas interacbes em solugao e em superficie para estudos de
interacbes entre DNA e farmacos com porgao eletroquimicamente ativa (ERDEM et
al., 2008).

1.4.4 Microbalanga Eletroquimica de Cristal de Quartzo (MECQ)

Uma técnica in situ de grande importancia € a Microbalanca Eletroquimica
de Cristal de Quartzo, a qual fornece informacoes relevantes para a compreensao
do processo de transporte de massa em um nivel molecular (Figura 18). E um
metodo eletroacustico que utiliza a propriedade piezoelétrica do quartzo para gerar
dados da massa depositada e/ou adsorvida na interface solido/agua ou sélido/ar.
Neste método mede-se a massa por unidade de area via medicdo da alteragdo na
frequéncia do ressonador de cristal de quartzo. O quartzo € um sensor
extremamente sensivel de massa, capaz de medir em niveis inferiores a
nanogramas, o que o torna um candidato promissor para aplicagbes como
biossensor, objetivo do trabalho (VARELA et al., 2000; CHANG; ZHAO, 2008).

Como a onda acustica gerada com a excitagao elétrica se propaga pelo
cristal, o angulo de corte em relagao ao eixo do monocristal exerce influéncia na
velocidade de propagacgado, sendo que cada corte exibe diferentes propriedades.
Para o cristal de quartzo existem trés tipos de corte principais, AT, BT e SC, sendo o
corte AT mais utilizado para estudos eletroquimicos, pois sofre menor influéncia com
a variacao de temperatura. A frequéncia fundamental de vibragdo do cristal de
quartzo pode variar, sendo as mais utilizadas entre 5 e 10 MHz, por apresentarem

facilidade de manuseio e excelente sensibilidade (SMITH, 2008).
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Figura 18 - Cristal de TiO,/Au usados em MECQ, frente e verso.

Fonte: HEYDARI; HAGHAYEGH, 2014.

No decorrer da medida experimental a variagdo na frequéncia
correspondente a adicao ou subtracido de massa na superficie do cristal de quartzo

€ descrita pela equacao 4 de Sauerbrey:

Af = —(ﬂﬁ) Am = —kam Eq. 4.

Alngeg) *
onde Af é a variagdo de frequéncia de ressonancia em Hz, A é a area geométrica
piezoeletricamente ativa em cm? (definida pela area de interseccao entre os
depdsitos metalicos das duas faces do quartzo), fy € a frequéncia fundamental do
cristal, u; € o modo de cisalhamento do quartzo, p, € a densidade do quartzo e
Amrepresenta a variagdo da massa na superficie do cristal. Para um cristal com

corte AT a temperatura ambiente, K = 0,0566 Hz/(ng cm™), permite medidas com

variagdo de massa menores que 1 ng cm™ (SMITH, 2008).

Contudo, a equacdo 4 foi desenvolvida para condigcdes de aplicacao no
vacuo, assim, em sistemas aquosos Af pode variar em fun¢ao das propriedades do
solvente tais como viscosidade, densidade e pressdo hidrostatica, ou ainda em
funcdo da rugosidade e hidrofilia ou hidrofobia da superficie do depdsito sobre o
cristal. Em pequenas variagoes de frequéncia como na deposi¢cao de monocamadas
os efeitos causados pelo solvente ou pela superficie do depdsito podem ser

EeXpressivos.

O emprego da equacao de Sauerbrey em sistemas com variagao de massa

exige a consideragao de alguns fatores importantes como:



46

¢ Os filmes devem estar rigidamente ligados ao depdsito metalico;
e As variagdes de frequéncia observadas devem ser menores que 2% da

frequéncia de ressonancia fundamental do cristal.

Ao tratarmos de filmes muito finos, tais como monocamadas de tidis
adsorvidos sobre o deposito de ouro na superficie do cristal, € viavel a suposicédo de
que as variacbes de frequéncia podem ser atribuidas a variagdes de massa
(COELHO, 2011).

Quando uma Monocamada Auto-organizada (SAM), por exemplo, é
depositada sobre um eletrodo constituido de um fino filme metalico recobrindo uma
placa de cristal de quartzo, a diferenga de pressao exercida por esse filme provoca
uma variagado na frequéncia vibracional do cristal. Por meio de um frequencimetro
gue mede essa variagao e utilizando uma calibragdo especifica (propria para cada
aparelho), é possivel converter este valor em massa depositada. Desta forma, torna-
se possivel o registro de um diagrama da massa depositada no eletrodo ao longo do
tempo de estudo, simultdneo a execucdo de outras técnicas como a voltametria
ciclica (CHANG; ZHAO, 2008; HEYDARI; HAGHAYEGH, 2014).

Com essa ferramenta em maos, torna-se possivel a caracterizacdo e a
consequente interpretacdo de diversos fenbmenos que ocorrem em sistemas

eletroquimicos.
1.5 Espectroscopia no UV-Vis

A intercalacdo de substancias com o DNA pode ser acompanhada por
métodos espectroscopicos, que fornecem informacdes sobre a intensidade e a
posicao das bandas de absor¢cdo ou emissdo. Em virtude do sistema cromoéforo do
agente intercalante, suas propriedades espectrais sdo alteradas quando interagem
com o DNA (BARICATTI, 1998). E evidenciado um aumento na absorgéo do DNA na
regidao do ultravioleta, no pico maximo de 260 nm, caracteristico do polimero, fato
que se justifica pela diminuicdo das ligagbes de hidrogénio, o que coloca as bases
mais expostas a luz (QUEIROZ et al., 2007). A Tabela 3 traz uma relagdo de

substancias descritas na literatura que apresentam interacido com dupla hélice de
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DNA, o meio de estudo e suas respectivas constantes de interacao calculadas por

espectroscopia no UV.

Para tanto é importante entender um pouco o fundamento da técnica de

espectrofotometria no UV-Vis.
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Tabela 3 - Exemplos de valores de constantes de ligagao K; de compostos descritos na literatura com dsDNA, por espectroscopia no

UV-vis.
Compostos Meio do estudo K¢ (L mol-1) Refs.
1-ferrocenil-3-fenil-2-prop-1-eno DMSO 1,2620,01 x 10* QURESHI et al., 2010
1,3,8-trihidroxi-6-metilantra-cene-9,10-dieno Tampao Tris-HCI-Metanol 5,59 x 10° SAITO et al., 2012
safranal 1.24 £ 10°
crocetina H,O/Etanol 6.20 + 10° KANAKIS et al., 2009
dimetilcrocetina 1.85+10°
quercetina Tampé&o acetato pH 4,7 3,56 x 10° JANJUA et al., 2009
Tampéao fosfato pH 7,4 3,98 x 10°
mitoxantrona Tampao Tris-HCI-H,O 3,8x10° AGARWAL et al., 2013
hesperitina Tampéao fosfato pH 7,4 3,99 x 10° HEGDE et al., 2012
naringenina 4,19 x 10'3
3-fenil-1-piridin-2-ilprop-2-eno-1-ona tiossemicarbazona 2,52 x 10°
3-(4-clorofenil)-1-piridin-2-ilprop-2-eno-1-ona Tampéo Tris-HCl 1,61x10* SILVA et al.. 2013
tiosemicarbazona '
3-(4-bromofenil)-1-piridin-2- 2,74 x 10°
ilprop-2-eno-1-ona tiosemicarbazona
epirrubicina H,0 3,4 x 10" CHARAK et al., 2011

3-fenil-1-piridin-2-ilprop-2-eno-1-ona tiosemicarbazona

3-(4-clorofenil)-1-piridin-2-ilprop-2-eno-1-ona
tiosemicarbazona

3-(4-bromofenil)-1-piridin-2-ilprop-2-eno-1-ona
tiosemicarbazona

Tampao Tris-HCI

2,52+ 0,21 x 10°

1,61+0,22x 10*

2,74 + 0,47 x 10°

SILVA et al,, 2013

sertralina Tampao Tris-HCI 5,11 x 10" DORRAJI et al., 2013
nitazoxanida Tampéao fosfato 5,0x10° RADI; EL-NAGGAR; NASSEF,
2014
doxorrubicina Tampao fosfato 3,2 x 10* HAJIAN et al., 2009
Tamp3o Tris-HCI 3,48 x 10° LUIS, 2011

brometo de etidio

Tampéo

1,23+ 0,07 x 10°

DIMIZA et al., 2011

Fonte: Autora, 2014.
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1.5.1 Fundamento

A energia total de uma molécula é a soma de suas energias eletrbnica,
vibracional e rotacional. A absor¢do de energia na regido do ultravioleta produz
modificagdes da energia eletrbnica da molécula em consequéncia de transi¢des dos
elétrons de valéncia (SILVERSTEIN et al., 1994).

Quando uma molécula absorve energia, um elétron é promovido de um
orbital ocupado para um orbital desocupado de maior energia potencial. A transicao
mais provavel é do orbital de maior energia (HOMO) para o orbital desocupado de
menor energia (LUMO). Na maioria das moléculas, os orbitais ocupados de menor
energia sao os o (ligagdes sigma). Os orbitais p ficam em niveis de energia um
pouco mais altos, e os pares isolados, ou orbitais ndo ligantes (n), ficam em energia
ainda mais altas. Os orbitais desocupados ou antiligantes (p* e o), sdo os de maior
energia (Figura 19) (PAVIA et al., 2010).

Figura 19 - Niveis de energia eletrénica e transigoes.
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Fonte: Adaptado de Pavia et al, 2010.

A relagcdo entre a energia absorvida em uma transicédo eletrbnica e a
frequéncia (v), o comprimento de onda (1) e o numero de onda (¥) da radiagdo que

produz a transicao é:

onde h é a constante de Planck, ¢ é a velocidade da luz e AE € a energia absorvida
pela molécula na transicao eletrénica entre um estado de menor energia (estado

fundamental) e um de maior energia (estado excitado). A energia absorvida depende
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da diferenga entre os dois estados, quanto menor, maior sera o comprimento de
onda de absorgéo (SILVERSTEIN et al., 1994).

Além do principio da técnica de espectroscopia no UV-Vis, uma esplanacao
sobre o fundamento de fluorescéncia também ¢é importante, visto que o presente
trabalho também contém metodologia que envolve essa técnica, facilitando o

entendimento dos processos ocorridos.

1.6 Fluorimetria

O fenbmeno de fluorescéncia é um tipo de luminescéncia, caracterizado pela
absorgdo de radiagcdo em um determinado comprimento de onda ou grupo de
comprimentos de onda e a re-emissao em um diferente comprimento de onda. O
comprimento de onda de excitagao €, geralmente, menor do que ocomprimento de

onda de emissao, como descrito pela Lei de Stokes de 1852.

Wyszecki (1972) descreveu que, em uma molécula, os niveis energéticos dos
elétrons sdo bem definidos e a elevagdao a niveis mais altos ocorre através da
absorcdo seletiva da radiacdo pela molécula. Um elétron no nivel fundamental é
elevado a um nivel superior por meio da absor¢do de uma certa quantia de energia,
de um quantum ou féton hv onde h é a constante de Planck (6.626 x 10-34 Js)e v é
a frequéncia da luz absorvida. A frequéncia vtem uma relacdo inversa com o
comprimento de onda A, de acordo com a relagéo: v = ¢/ A, onde c é a velocidade da
luz (c = 299.792.458 m/s). Conforme essa relagdo, a frequéncia & inversamente
proporcional ao comprimento de onda, ou seja, entre a energia necessaria para a
elevacdo de um elétron a um nivel energético superior e 0 comprimento de onda de

absorcéo.

Os niveis energéticos sdo muito instaveis e rapidamente a molécula retorna
ao seu nivel energético fundamental. O retorno pode ocorrer de trés formas, como

fluorescéncia, fosforescéncia ou como transicao sem radiagao.

O diagrama de Jablonski (Figura 20) é conveniente para visualizar, de um
modo simples, os possiveis processos: absor¢cao de fotons, conversao interna,

fluorescéncia, cruzamento intersistema, fosforescéncia, fluorescéncia com retardo e
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transicoes tripleto-tripleto. Os estados eletronicos singletos sédo representados por
S0 (estado eletrénico fundamental), S1, S2, e estados tripletos, T1, T2, ... Niveis

vibracionais sdo associados com cada estado eletrénico.

E importante perceber que a absorgéo é muito rapida (510'15 s) em relagao a
todos os outros processos, ndo ha deslocamento concomitante do nucleo de acordo
com o principio de Franck-Condon (uma transicdo eletrbnica ocorre
preferencialmente sem mudangas nas posicées dos nucleos atdmicos nas moléculas
e em seu ambiente) (VALEUR, 2005).

Figura 20 - Diagrama de Jablonski.
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Fonte: LAKOWICZ, 2006.

As setas verticais correspondem ao inicio da absorgao a partir do nivel mais
baixo de energia vibracional de Sy, porque a temperatura ambiente a maioria das
moléculas esta neste nivel. A absorgdao de um foéton pode levar a molécula para um
dos niveis vibracionais de S1, Sy, .... Dentre os possiveis processos de desexcitacao
a emissdo de fétons que acompanha a relaxacdo S1 — SO é chamada de
fluorescéncia. Deve ser enfatizado que, apesar de algumas excegoes, a emissao de
fluorescéncia ocorre a partir de S1 e suas caracteristicas (exceto polarizagdo) nao
dependem do comprimento de onda de excitagao (considerando que somente exista

uma espécie no estado fundamental).
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1.7 Justificativa de execugao

Tendo em vista a importancia do estudo da interacdo entre compostos com
interesse biolégico e a macromolécula de DNA, o presente trabalho busca através
de métodos de eletroquimica classica, eletroforese, microbalanga de cristal de
quartzo, espectroscopia no UV-Vis e fluorescéncia, investigar e compreender a
relagcdo existente entre os compostos estudados e o CT-DNA. Assim, cada
metodologia nos fornece informagdes, que, em conjunto, permitem mapear as

principais vias de reatividade de compostos em relacdo ao DNA.

Em estudos anteriores do grupo de eletroquimica, o composto P41 se
mostrou promissor em estudos farmacoldgicos com células tumorais, como também
provocou fragmentacdo em DNA em mais de 30% na progressao do ciclo celular de
HL-60 por citometria de fluxo (OLIVEIRA, 2011). Buscando compreender se seu
mecanismo de acdo antitumoral esta diretamente relacionado a reatividade ao DNA,
foram utilizadas diversas técnicas. Além destes, outros derivados ferrocénicos do
tamoxifeno e da benzo-hidrazida foram avaliados e suas constantes

espectroscépicas comparadas.



53

2 OBJETIVO
2.1 Geral

Investigar a interagcdo de derivados ferrocénicos e seus precursores
organicos com o DNA, por meio do emprego de técnicas eletroquimicas e
espectrofotométricas, a fim de propor mecanismos de acao bioldgica via interagao

com DNA e possivel reatividade dos compostos ao DNA.
2.2 Especifico

Investigar a possivel interacdo de derivados ferrocénicos com DNA, através
de técnica eletroanalitica de pulso diferencial, utilizando biossensores de DNA e por

balanca eletroquimica de cristal de quartzo (MECQ);

Avaliar a relacdo entre os resultados obtidos com os biossensores e
métodos de analise tradicionais, como eletroforese em gel, espectroscopia no UV-

Vis e fluorescéncia;

Quantificar o dano (efeito da concentragao da espécie bioativa).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e Solventes

Os derivados ferrocifénicos e os precursores organicos foram gentilmente
cedidos pela Dra. Elizabeth Hillard do Laboratério Charles Friedel da Escola
Nacional Superior de Paris — Franga e pelo Dr. Diogo Lucio, do Instituto Gongalo
Muniz, FIOCRUZ, Salvador. A analise estrutural dos mesmos foi realizada com base
em meétodos fisico-quimicos habituais e encontram-se publicados, conforme listagem

na Tabela 4

Todos os ensaios foram realizados no Laboratério de Eletroquimica da
UFAL, com excecao da eletroforese, feita no Laboratério de Quimica Bio-inorganica
da UFMG.

Tabela 4 - Compostos analisados.

Caédigo Formula estrutural e Nomenclatura MM Referéncia
(g.mol'1)

P365 [ 284 .4 SCHNEIDER
etal., 1982

1,1,2-trifenil-but-1-eno
OH

P92 316,39 YU etal.,
2003
HO

1,2-Bis-(4-hidroxifenil)-1-fenil-but-1-eno
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7\

P41 " 392,3
-
2-ferrocenil-1,1-di-fenil-but-1-eno
P25 (=) 408,31
Fe
1-(3-Hidroxifenil)-1-fenil-2-ferrocenil-but-1-eno
P85 & Q 408,31
Fe
OH
1-(4-Hidroxifenil)-1-fenil-2-ferrocenil-but-1-eno
P26 L) 424,31
Fe
OH

2-Ferrocenil-1-(3-hidroxifenil)-1-(4-hidroxifenil)-but-1-eno

HILLARD et
al., 2007

HILLARD et
al., 2007

TOP et al.,
2003

HILLARD et
al., 2007
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P15

H3

Fc3

Fc5

Fc10

/
0)@? AN

1-[4-(3-Dimetilaminopropoxi)fenil]-1-(4-hidroxifenil)-2-
ferrocenil-but-1-eno

s

Benzo-hidrazida
H
R =
\N
a Fe:
(E)-N'-ferrocenilidenobenzo-hidrazida
NH3
H
N
Y
o} Fe
(E)-N'-ferrocenilideno-2-aminobenzo-hidrazida

(E)-N'-ferrocenilideno-4-bromobenzo-hidrazida

(-

509,5

136,06

332,06

347,07

409,97

TOP et al.,
2003

FILHO, 2014

FILHO, 2014

FILHO, 2014

FILHO, 2014
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Fc25 0 322,04 FILHO, 2014

(E)-N'-ferrocenilidenofurano-2-hidrazida

Todos os reagentes quimicos utilizados nas analises e listados Tabela 5
foram de grau analitico. Todas as solugdes foram preparadas em agua grau Milli-Q
(18 MQ cm).

Tabela 5 - Lista de reagentes com o laboratério de aquisigao.

Reagentes Aquisicao
ferroceno (Fc) Sigma Aldrich
trizma hidrocloreto (Steinheim, Germany)

tris-Borato-EDTA
hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etil-
carbodiimida (EDC)
dimetilformamida (DMF)
agarose
acido desoxirribonucléico (dsDNA) sal sddico de
timo de bezerro
brometo de etidio
DNA plasmidico pUC19
hidrocloreto de 2-aminoetanotiol (AET) TCl américa.- U.S.A.
acido acético (HOAc) Cromoline®
acido cloridrico (HCI)
acetato de sodio (NaOAc) Vetec Quimica Fina Ltda
fosfato de sédio diidratado (Na,HPO,) (Rio de Janeiro,BR)
fosfato de s6dio monoidratado (NaH.PO,)

3.2 Estudo Eletroquimico

As medidas eletroquimicas foram realizadas através do equipamento
potenciostato/galvanostato, PGSTAT (AUT73222) da Autolab®. A verificagdo do pH

das solugdes tampéao foi realizado em pHmetro da Quimis.
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Para os estudos eletroquimicos utilizou-se um sistema de trés eletrodos
(Figura 21): eletrodo de carbono vitreo CV (BAS, didmetro 1,6 mm) como eletrodo de
trabalho; eletrodo de fio de platina, como auxiliar; e Ag|AgCI|CI" (saturado), como
eletrodo de referéncia.

Os graficos processados foram tratados utilizando o programa Microlab
Origin 6.0.

Figura 21 - Sistema com os trés eletrodos para analises eletroquimicas.
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Fonte: Autora, 2014.

O eletrodo de carbono vitreo (BAS) passou por uma limpeza mecanica antes
de cada varredura de potencial. Foi polido com alumina (0,3 um) e lavado
abundantemente com agua, antes de ser levado ao ultrassom por 30 s em etanol,

para remocao das particulas residuais na superficie do eletrodo.

Apdés o procedimento de limpeza, foi realizado o teste com a sonda
ferricianeto de potassio Ks;Fe(CN)s, para verificar a area eletroativa do eletrodo,
assim como a eficiéncia do polimento. Em seguida, apds lavagem com agua grau

Milli-Q os eletrodos foram utilizados no estudo eletroquimico com DNA.
3.2.1 Estudos em meio proético

Os estudos eletroquimicos em meio proético foram realizados em solugéo de
tampéao acetato (pH 4,5, forga ibnica 1,0 mol L'1) preparados com acetato de sédio
(NaAcO) e acido acético (HAcO), dissolvidos em agua purificada em um sistema

Milli-Q Millipore. Experimentos voltamétricos com o biossensor de dsDNA e ssDNA
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em solucao foram realizados em meio misto aquoso, tampao acetato pH 4,5 e 30%

alcool etilico P.A.
3.2.2 Preparo e aplicacido do biossensor de dsDNA

Para a produgao do gel de dsDNA, foram pesados em uma capsula plastica
12 mg de dsDNA sem seguida foi adicionado 1 mL de tampéao acetato pH 4,5, para
solubilizagao. Posteriormente, a capsula foi deixado na geladeira entre 2 a 8°C, por

48 h para homogeneizagao e evitar degradagéao pelo calor.

O eletrodo de carbono vitreo foi polido com suspensdo de alumina na
gramatura de 1 e 0,3 micra. Para obtengcdo da area eletroativa foram realizados
experimentos de Voltametria Ciclica nos potenciais de -0,3 a 0,6 V, numa solucéo de
ferricianeto de potassio 1,0 mmol L' em KCI, v= 10 mV, seguida de Voltametria de
Pulso Diferencial nos mesmos parametros, onde para cada novo biofilme faz-se

esse procedimento, devendo o eletrodo manter o mesmo perfil de pico na VPD

Fez-se cinco varreduras com condicionamento de 120 s sem aplicacédo de
potencial por VPD nos potenciais de 0,0 a 1,4 V, v= 50 mV s'e amplitude de
0,05 V; valores também usados para os estudos eletroquimicos com DNA, etapa
justificada pela geracdo de cargas positivas na superficie do eletrodo, o que
favorece as respostas do biossensor pela interagdo destas com os grupos fosfatos
do DNA que apresentam natureza negativa. Sao adicionados 10 uL do gel de
dsDNA sobre a superficie do eletrodo de CV limpo, com subsequente secagem com
fluxo de argbnio (Ar) antes da realizagao dos experimentos. O eletrodo modificado &
imerso em 5 mL de tampéao acetato + 30% de etanol P.A., pH 4,5, sendo este o

branco.

Um novo eletrodo de dsDNA foi confeccionado, seguindo-se os mesmos
procedimentos. O mesmo €& imerso em tampdo acetato com 30% de etanol,
adicionado da substéncia a ser avaliada a uma concentragdo pré-determinada.
Antes das analises voltamétricas, o eletrodo é deixado em contato com a solucéo

por 10 min, sem agitagao.
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3.2.3 Preparo e aplicacao do ssDNA

Para a obtengdo do ssDNA, 3 mg de CT-DNA foram pesados em um tubo e
a este adicionado 1 mL de HCI 1,0 mol L. Apos fechamento, o tubo permaneceu 1h
em banho-maria a 100 °C. Imediatamente apds, adicionou-se 1 mL de NaOH 1,0
mol L™, para neutralizar, e em um baldo de 10 mL, o volume foi completado com

tampao acetato pH 4,5.

O ssDNA em solucao tampéao acetato com 30% etanol é o branco, exibindo
os residuos das bases guanina e adenina, quando realizados ensaios de VPD. A
esta solugao foi adicionado o analito, deixado em contato por 10 min. Com relagcao
aos parametros eletroanaliticos, a técnica utilizada foi a VPD, na faixa de potencial
de 0,03 +1,4 V vs Ag|AgCI| CI', v=5,0 mV s e amplitude de 0,05 V.

3.2.4 Microbalanga Eletroquimica de Cristal de Quartzo (MECQ)

Para o estudo foi desenvolvido um biossensor de dsDNA monitorado por
MECQ (FERREIRA, 2013). Inicialmente foi observada a frequéncia de oscilagéo de
um cristal de quartzo ao ar. Em seguida, uma solucdo aquosa 0,01 mol L™ de
hidrocloreto de 2-aminoetanotiol (AET) foi colocada na cela da microbalanga,
cuidadosamente desaerada com Ar e isolada, a formacdo desta monocamada foi
acompanhada pelo tempo de 3 h; ao fim, foi retirada e cuidadosamente lavada com
agua deionizada, sendo obtida a SAM de AET (Figura 22).

A SAM de AET foi entdo ativada com cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-
N -etil-carbodiimida (EDC) (1,0 mg.mL™") em uma solucdo de dsDNA (1,0 mg.mL™")
em tampdo acetato pH 5,4. Esta solucdo permaneceu na cela por 1 h, sendo
aplicado um potencial de 0,0 V, desta forma, obteve-se a SAM de AET/dsDNA, que
foi colocada em contato com a solucédo do analito na concentracédo de 5,0 x 10”° mol
L™ em tampao Tris-HCI e NaCl, ambos a 5,0 mmol L™'e 30% de etano P.A., condigdo
mantida nas trés etapas do experimento. A interacdo da substancia de interesse
biolégico com o DNA foi monitorada através da variagéo da frequéncia de oscilagao
do cristal de quartzo por 2 h, sem aplicacdo de potencial. Todos os experimentos

foram realizados em temperatura de 25 °C.
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O EDC é usado para mediar a formacado de ligagdo entre os grupos
terminais hidroxila, aminas ou carboxila e os grupos fosfato do DNA (ZHAO et al.,
1996). Neste estudo, o EDC foi usado para promover a condensagao entre o grupo
5’-fosfato terminal ou 3’-hidroxi-terminal do DNA e o grupo amino-terminal da SAM,
resultando na imobilizacdo de DNA na superficie do cristal, como esta representado

na Figura 22.

Figura 22 - Representagao da imobilizagcao covalente de dsDNA em SAM de AET
numa superficie de ouro, com amina como grupo terminal.
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Fonte: Zhao et al., 1999.

Objetivando comprovar a formagdo da monocamada auto-organizada sobre
o cristal de Au/TiO,, foi registrado o voltamograma por VC da dessor¢do para
estimar a quantidade de tidis adsorvidos na superficie do ouro. A dessorcao
eletroquimica foi realizada em solucdo de KOH 0,5 mol L™, variando o potencial de
0,1V a-1,2V com velocidade de 0,05 V.s'.

O pico de reducao observado relaciona-se a reducao do tiol adsorvido,
segundo a equacédo 5 (ROJAS et al., 1995; BOLLO et al., 2003),

Au—S—R+1le” > Au +RS™ Eq. 5

onde RS é um alcano tiol. Esse comportamento constitui uma forte evidéncia do
rompimento da ligagdo RS-Au, e pode ser utilizado para o calculo do excesso
superficial da camada de AET na superficie do cristal de ouro utilizando a equacgao 6
(CANCINO, 2008),

.0

== Eq. 6
nkA q

sendo, I' o excesso superficial (mol cm'z), Q representa a carga medida em C

(Coulomb), obtida pela integracdo da area do pico de dessorgédo, multiplicado pelo
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inverso da velocidade de varredura, n o numero de elétrons, F é a constante de
Faraday de 96.500 C que corresponde ao numero de avogrado multiplicado pela
carga do elétron e A é a area eletroativa do eletrodo de ouro (cm?), o disco de

quartzo utilizado apresenta 10 mm de diametro, resultando em 0,785 cm?.
3.3 Espectroscopia de Absorgao (Titulagao UV)

Com o intento de avaliar inicialmente a interacdo entre os compostos do
estudo e a molécula de DNA, foram utilizados ensaios de espectroscopia de

absorcao UV-Vis, utilizando DNA de timo de bezerro.

Optou-se por manter a concentragdo de DNA constante e variar a das
substancias. Antes de cada leitura o sistema foi mantido sob agitagéo constante por
15 minutos sob 25°C, temperatura escolhida com base em estudos com isotermas
(HEGDE et al., 2012).

O estudo foi feito em tampao Tris-HCI 0,1 mol L™ & 30% etanol P.A. com as
substancias mantidas em solucdo estoque etandlica a 2 mmol L. O DNA foi
preparado adaptando a metodologia ja descrita (JANJUA et al., 2011; SAITO et al.,
2012; AGARWAL et al., 2013), por dissolucdo de 12 mg.mL™" de CT-DNA em tampao
acetato (pH 4,5, 1,0 mol L™"). A solugdo-mae foi mantida a 8 °C durante 24 h, e
agitou-se em intervalos determinados para garantir a homogeneidade da solucdo de
DNA final; desta foi retirada uma aliquota de 10 uL e dissolvida para o volume do

estudo.

A concentracdo de CT-DNA, por nucletideo, foi inicialmente determinada
pela leitura de absorvéncia a 260 nm em espectrofotdbmetro NanoDrop de arranjo de
diodos Hewlett-Packard 8453A, e utilizacdo do coeficiente de extingdo molar de
6.600 L mol-1cm™, para CT-DNA (MAHLER et al., 1964) com posterior aplicagdo da

lei de Lambert-Beer, equagéo 7:

Ap=&.1.D; Eq.7
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em que Ao corresponde & absorvéncia, € (mol L".cm™) ao coeficiente de
extingdo molar, £ (cm) ao percurso 6tico e D; (mol L) & concentragdo da espécie
(KANAKIS et al., 2009).

As razdes entre as absorvéncias em 260 e 280 nm (Axs0/A2s0) do espectro de
DNA foram calculadas antes de iniciar os estudos, sendo um indicativo de DNA livre
de contaminagao por proteina os que apresentam valores entre 1,80 e 1,9. O
mesmo para 260 e 230 nm (Azxso/A230) razédo que permite avaliar se o DNA esta livre
de contaminantes, como sais e compostos organicos, devendo apresentar razdo
inferior a 2 (HEGDE et al., 2012; LUIS, 2011). Em todo o estudo, o DNA utilizado

estava dentro da margem de pureza, isento de contaminagao.

A constante de ligacdo K do complexo composto—DNA foi calculada
espectrofotometricamente aplicando uma adaptacdo da equagao de Benesi—
Hildebrand para a banda Il, 260nm, equacdo 14, obtida mediante calculos com as
equagdes abaixo (AGARWAL et al., 2013).

A absorvéncia da solugédo (A:), que compreende de concentragao total de

DNA (Dy), juntamente com a concentracdo total do analito ou substrato (S;) &
A, = 2, 1[N] + =1[S] + =,:1[N5F] Eq. 8

em que [D] é a concentracdo de DNA nao complexado, [S] é a concentracao

do substrato ndo complexado, [DS] é a concentracdo do complexo DNA-substrato,
€s é a absortividade molar da substancia e €ps € a absortividade molar do complexo.

Depois de combinar com o balan¢go de massa, a equacgao de absorvéncia pode ser

escrita como:
A, = eplD, 4 515, + Asy, l[D5] Eq.9

A absorvéncia da solugdo (A), medida em relagdo a concentragéo total do

analito como referéncia é:

A = gplD, + Aspl[D5] Eq. 10
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A constante de estabilidade (Kps) para a formagao do complexo (DS) pode

ser dada como:
Kps — [DS]/[D][S] Eq. 11

Combinando as equacdes 10 e 11 para a equagao de balangco de massa

obtem-se:
[D: = D;:f[:l + Hﬂg[s]:] Eq 12
Dando:

A DK cheopc[S
a4 Dikps ps (5]

I 1+Kps[5] Eq. 13

Existe uma relacao hiperbdlica entre a concentragao do substrato livre e sua
interacao com DNA. Tomando o inverso de ambos os lados da equacao 13, obtemos
uma transformacao linear, equacéao 14.

l 1 1

BN + Eq.14
AA DiKpglepg[S]  Dileps a

Assumindo que, D, € a concentragdo de DNA total, As,. € a absortividade
molar do complexo com balango de massa de DNA e do susbtrato em analise, e K.

é a constante de estabilidade para a formacao do complexo (DS).

O grafico gerado pela relagao de 1/44 vs. 1/[substrato] & linear, dada a
equacao 14, a constante de ligagdo pode ser estimada a partir do coeficientes

angular e linear da reta.
3.4 Estudos da fluorescéncia

Uma analise quantitativa do potencial de interacdo entre os compostos e o
DNA foi realizada por titulagao fluorimétrica. A técnica baseia-se no deslocamento e
decréscimo da fluorescéncia do BE resultante da competicdo e deslocamento do BE
intercalado no DNA, por um composto que compete pelo mesmo sitio (SILVA et al.,
2013).
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A concentracao da solugao estoque de CT-DNA foi inicialmente determinada
por UV-Vis e uma solugao de brometo de etidio foi preparada, ambos em tampao
Triz-HCI (pH 7,2), de modo que, tanto o CT-DNA como o brometo de etidio
estivessem a 10 mmol L™ na cubeta, em 10 ou 30% de etanol P.A., dependendo da
substancia a ser estudada. A concentragcdo das amostras na solucdo de BE-DNA
variou de 10 — 100 pmol L™ (SILVA et al., 2013)

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados em espectrofotémetro
RF-5301PC (Shimadzu, Japao). O espectro gerado seguiu os parametros de leitura
de emisséo na faixa de 560 a 750, com Aex. = 546 nm (JENKINS, 1997).

Os calculos das constantes foram baseados nos dados de fluorescéncia
para Aem. = 600 nm a 25 °C, a constante de extingdo de Stern-Volmer, Ksy, foi obtida
usando a classica equagao de Stern-Volmer, equagéo 15:

2 =1+Kg[

F svlQ] Eq.15
em que Fp e F sao as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenga do
composto avaliado, [Q] é a concentracdo do composto e Ksy € a inclinacdo obtida

pelo ajuste linear entre FO/F vs [Q)].

Os valores da constante de ligagdo K, e a estequiometria de ligacdo n foram

calculados usando a equacao de Scatchard, equacao 16:

Fy

Log = LogK, +nLog|[Q]

=

Eq.16

onde K, € o antilogaritimo do intercepto e n € o coeficiente angular obtido da reta
gerada da relagao entre log[(Fo-F)/F] e [Q].

A constante de ligagcao aparente também foi calculada pela equagao 17:

Kge[BE] = K, [Composto] Eq.17
Onde Kgz é 1,0 x 10" L mol™, [BE] = 10 umol L' e [Composto] é a

concentracdo do composto quando a intensidade de fluorescéncia do BE esta
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reduzida a 50%. Este valor é adquirido da relagéo linear entre Fy/F vs [Q], quando
Fo/F =2,0.

3.5 Eletroforese em Gel de Agarose

Para o ensaio de retardamento da mobilidade eletroforética, foi utilizado o
DNA plasmidico pUC19, em gel de agarose a 1% em tampao Tris-HCI pH 7,2, a

corrida eletroforética foi realizada em tampao TBE 0,5X concentrado.

Os compostos foram previamente solubilizados em DMF, respeitando o
limite de 5% de DMF na concentracdo final, e incubados com DNA ambos a
100 umol L™ em tampao Tris-HCI 7,2, por 24 h & 37 °C (SILVA et al., 2013). Apds
incubacao uma aliquota de 10 puL da mistura de 5 puL de Loading die e 10 puL de cada

uma das amostras foram adicionados nos pogos.

A fonte utilizada foi a Eletrophoresis Power Supply- EPS 601GE, nos
parametros de 5 W; 54 mA e 100 V, num tempo de corrida de 30 min. Para
revelagao, foi utilizada uma aliquota de 80 uL de solugdo de brometo de etidio
(10 mg/mL) em 500 mL de TBE 0,5X concentrado e nela deixado o gel por uma

hora. A leitura do gel foi feita em um transiluminador UV.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos eletroroquimicos

4.1.1 Biossensor de dsDNA e ssDNA em solugao

O CT-DNA foi utilizado para estudos do comportamento eletroquimico, por
voltametria de pulso diferencial em eletrodo de carbono vitreo modificado com filme
de dsDNA e com ssDNA em solugao, conforme Figura 23. Assim, nos referimos as
bases como seus nucleosidios, por estarem ligadas covalentemente a pentose, e
nao como uma mistura de bases livres, pois nao se trata de uma mistura de bases
livres Os analitos de escolha foram o P41, seu correspondente composto organico, o

P365, e o ferroceno usado como substituinte funcional.

Pode-se observar uma mudang¢a no comportamento voltamétrico do dsDNA,
quando em presenga de P41, Figura 23A, sendo este um indicativo de interagao
com o dsDNA, onde além da presenca da onda de oxidacéo de P41, Ep, =+ 0,36 V,
em um processo reversivel de oxidagao do grupo ferroceno, mostrou o aparecimento
das ondas de oxidagdo caracteristicas das bases guanina em aproximadamente

+ 1,0V e aadenina em + 1,26 V que séo os picos diagndsticos.

Os precursores de P41, ferroceno e P365 foram avaliados nas
concentragées de 10 umol L™, apresentando potencial de oxidagdo 0,2 e 1,2 V,
respectivamente. Nao foi evidenciado interagdo do ferroceno com dsDNA, pelo
metodo, devido a auséncia de picos nos potenciais de oxidagcdo correspondentes
aos residuos das bases (Figura 23C), enquanto que P41 interagiu com dsDNA
(Figura 23E) expondo a adenina a oxidagdo, mesmo seu sinal de oxidacao
sobrepondo-se ao da base, observa-se uma diferenga de corrente consideravel para
admitir interacdo (BARROS et al., 2012).
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Figura 23 - Voltamogramas de pulso diferencial de biossensor de dsDNA e ssDNA em
solugdo na auséncia e presencga (A) 10 pmol L™ de P41 (B) 20 pmol L™ de
P41, (C) e (D) 10 umol L-1 de ferroceno, (E) e (F) 10 pmol L™ de P41, v=10

mV/s.
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O voltamograma do ssDNA em solugdo mostra os dois picos caracteristicos

referentes a oxidacao do residuo de guanina e adenina nos potenciais 0,8 e 1,1 V

respectivamente. Quando P41 é adicionado a solucao, ocorre diminuicao da Ip, de

ambas as bases nitrogenadas, 17 e 20% guanina e adenina respectivamente,
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calculo com base na Ip, sem a presenca do analito, devendo ser realizado estudos
com padrdes como doxorrubicina para avaliar a significAncia dos valores de
diminuicdo (Figura 23B). O resultado indica interagdo com as bases expostas do

ssDNA, diminuindo sua disponibilidade a oxidacao.

Tanto em presenga de ferroceno como de P41 no meio, ndo ha diminuigéao
perceptivel da Ip, dos nucleosidios, 0 que caracteriza a auséncia de interacao direta
com os mesmos (Figura 23D e F). Hd um aumento do sinal da adenina proporcional
a concentracdo de P41 no meio, sendo esse aumento atribuido a presenga do
composto cujo potencial de oxidacdo € préximo ao da adenina. Em relagdo ao
residuo de guanina, ndo houve alteracdo de Ip,. Tais dados sugerem que ndo ha
interagdo significativa entre ferroceno e P41 com as bases do ssDNA, nas

concentragdes pesquisadas.

Porém, levando em consideracéo serem essas informacdes “SIM ou NAO”
quanto a interacao, estudos com curvas analiticas utilizando razdes molares entre o
DNA e o composto, tanto ds como ssDNA, sdo uma boa opcéao, tornando possivel a
determinagdo de constante e esta comparada as obtidas nos estudos
espectroscopicos. Com esse intuito, foi testada essa metodologia em eletrodo de
carbono vitreo sem sucesso, devido a adsor¢ao do analito na superficie do eletrodo
e mesmo apos limpeza, houve variagdo na area eletroativa deste nas concentragdes
escolhidas. Uma alternativa é reproduzir uma metodologia que descreve um estudo
similar com eletrodos descartaveis (RADI; EI-NAGGAR; NASSEF, 2014).

4.1.2 Avaliacao da interagao de P41 com dsDNA por Microbalanga Eletroquimica
de Cristal de Quartzo (MECQ).

A Figura 24 mostra o monitoramento em tempo real da formagao da SAM de
AET pela massa aparente, como também para o dsDNA, depositadas sobre um

cristal de quartzo recoberto com TiO,/Au e caracterizado por MECQ.

Como o processo envolve deposicdo de camada a camada, vé-se um
aumento progressivo da massa nas trés etapas. Inicialmente o resultado sugere um

processo de interagcdo do composto com a molécula de DNA, onde a massa apés a
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adicdo de P41 aumentou quando comparada ao patamar da massa da SAM
AET/dsDNA.

Deste experimento foram quantificadas as moléculas por cm? do cristal, os
valores para AET com 1,2 x 10™* moléculas, DNA 5,5 x 10° moléculas ligadas a SAM
de AET que foram depositadas por cm? da superficie do ouro, tomando a massa
molar do CT-DNA como 6,6 x 10" g.mol” e P41 com 6,1 x 10" moléculas que

possivelmente interagiram com AET/dsDNA.

A SAM de AET/dsDNA ainda ndo estad com uma boa deposicdo de DNA,
pois devido a seu alto peso molecular era esperado um aumento mais significativo
deste. Isso pode estar relacionado ao processo de lixiviagdo ou hidrélise do
intermediario usado (EDC) para favorecer a ligacéo fosforamida entre o AET e o
dsDNA (FERREIRA, 2013).

Figura 24 - Massograma da formagidao de SAM AET/dsDNA e interagdo com o
composto P41 (2 x 10° mol L™). Cristal de quartzo com cobertura de ouro
em amarelo; 2-aminoetanotiol (AET) em preto; AET/dsDNA em azul e
AET/dsDNA/P41 em vermelho.
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Fonte: Autora, 2014.

A dessorcao redutiva da monocamada foi realizada apds o procedimento de
formacao da SAM, para os calculos de excesso superficial da SAM de AET, mostrou
uma onda catddica irreversivel Ep.= -1,07 V vs. Ag|AgCI|CI" (sat.) para a primeira

varredura, como mostra a Figura 25, os voltamogramas posteriores mostraram
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reducdo abrupta do sinal. Apdés a dessorcao foi realizado um teste com a sonda
ferricianeto de potassio KsFe(CN)s para verificar a area eletroativa do cristal e
comparar com a anterior a formacao da SAM mostrou uma baixa eficiéncia do cristal
ao tratamento em meio basico (KOH), sendo a reagédo de Fenton uma alternativa a

ser testada para a remocao dos tidis e reutilizacdo dos cristais, dado seu custo.

Figura 25 - Voltamograma ciclico da dessorgcao redutiva em eletrodo de ouro dos
grupos tiéis de monocamada mista de AET; KOH 0,5 mol L'; v=0,05V.s™.
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De acordo com os dados experimentais o valor de I, obtido da primeira
varredura redutiva do cristal modificado, para a dessor¢cdo da monocamada de AET
apresenta um valor de recobrimento de 6,2 x 10™"° mol cm'z, valor muito semelhante
aos descritos 8,46 x 10° mol cm? (FERREIRA, 2009) e 1,90 x 10"° mol cm™ da
literatura (CHOI et al., 2005), para SAM’s de ciclodextrina tiolada em eletrodo de

ouro.
4.2 Analise da interagao dos analitos com dsDNA por espectrofotometria

A técnica de titulacdo espectrofotométrica usada para os estudos de formacao
de complexo, leva em consideragao a formagdo de um unico complexo 1:1 a partir
do dsDNA e da substancia. Isto porque, se dois ou mais complexos sao formados,

podem ocorrer sucessivas variagdes na inclinacdo do grafico, podendo mostrar
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diferentes absortividades molares e diferentes constantes de formagao (SKOOG et
al., 2009).

Dentre os meios testados, o tampao Tris-HCI foi o de escolha para estudo,
pois se sabe que este tampé&o protege o DNA contra a radiagdo da luz ultravioleta
(KEJNOVSKY; KYPR, 1993).

O espectro no UV representado na Figura 26A mostra o DNA complexado
com P41 em tampao Tris-HCI justificado pelo aumento nos valores de absor¢gédo em
260 nm (Il banda) quando comparadado ao espectro de DNA sozinho, efeito
hipercrobmico. Esta € uma clara indicagdo de que P41 interage e perturba a estrutura
do DNA nativo, sugerindo possivel intercalagdo, onde as bases aromaticas ficam
mais expostas a radiagdo UV, resultando num aumento da intensidade da absorgéo
(HEGDE et al., 2012). O efeito da concentracdo de P41 (3,2-8 umol L") no perfil

espectrofotométrico do dsDNA esta apresentado na insercédo da Figura 26A.

Figura 26 - A) Espectro de UV para DNA (130 pmol L") em auséncia e presenca de
P41 nas concentragées 3,2; 4,0; 4,8; 5,6; 6,4; 7,2 e 8 umol L"'. B) Grafico
dos valores de 1/C vs.1/(A-Ay), com o valor de Kf = 2 x 10°L mol-1de P41ao
DNA. Onde A, é a absorcao inicial do DNA livre e A é a absorgado nas
diferentes concentragoes de P41 em 260 nm. C é a concentragao de P41
em solugao.
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Fonte: Autora, 2014.

A regressao linear do grafico duplo reciproco da Figura 26 B foi usada para
obter a constante de ligacédo para esta interacéo, calculada com valor de 2,4 x 10* L

mol” indicando que P41 tem afinidade com a dupla hélice do DNA. O valor calculado
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€ similar a dados registrados na literatura, a partir de substancias com forte
interacdo pelo DNA, inclusive outras moléculas com ferroceno como substituinte em

sua estrutura, conforme Tabela 2 (ordem de grandeza 10* e 10°).

A importdncia do nucleo ferrocénico em P41 pode ser verificada por
comparagao com as substancias P365 e ferroceno. Estes também foram avaliados
quanto a sua interagdo com CT-DNA, com respectivos comportamentos
representados na Figura 27. Outro composto também avaliado foi o P15 (Figura 27E
e F), por apresentar atividade em linhagem de células tumorais SF-295, HCT-8 e HL-
60 com valores de Clsg < 8 umol L , tdo bons quanto P41, e células de MDA-MB,
sobre as quais P41 nao apresentou atividade (OLIVEIRA, 2011).

Para o estudo com P365, o DNA a 85 umol L-1, foi deixado em contato com
as seguintes concentragées do composto: 1,6; 2,4; 3,2; 4,0; 4,8; 5,6; 6,4 e 7,2 umol
L. Ja com o ferroceno, o DNA estava a 80 pmol L' e seguiu as mesmas
concentracdes. Em P15 o DNA estava a 95 umol L e suas concentracdes foram
0,8; 1,6; 2,4; 3,2 e 4,0 umol L ™. A escolha das concentragdes das amostras deu-se
devido a baixa solubilidade, sendo escolhidos os melhores pontos da variagdo de
0,8 — 8,0 umol L.
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Figura 27 - Espectro no UV de DNA (a) na auséncia e (b-j) em presenga de
concentragoes crescentes de P365 (A), ferroceno (C) e P15 (E). O grafico
dos valores de 1/[Composto] vs.1/(A-A;) de cada composto esta
representado em (B), (D) e (F), respectivamente.
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Fonte: Autora, 2014.

Pela andlise dos espectros acima (Figura 27 A e C ), em comparagdo com
os resultados de P41, ambos os precursores (P365 e ferroceno) evidenciaram
interacdo com CT-DNA, o que demostra um sinergismo, onde P41 tem maior
afinidade ao DNA. A literatura traz valores de constante para o ferroceno protonado
préximos do obtido. Em tampao fosfato pH 7,2 foi 1,74 x 10* L mol™ (IBRAHIM et al.,
2002) e 3,45 x 10? L mol”" em tampao fosfato pH 4,5 (SHAH et al., 2008), porém com
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DNA de origens diferentes. As constantes K: de ligacdo entre as substancias
estudadas estdo na Tabela 6.

Os dados das Figura 27 E e F corroboram com os biologicos, onde P15 é
mais reativo que P41 ao DNA. Dadas as informagbes, diferentes substancias
também foram avaliadas espectrofotometricamente no UV quanto a possivel
interacdo do CT-DNA e apresentaram resultados positivos. Foram selecionadas para
comparagao da estrutura/atividade com P41, sem a presencga da cadeia alinfatica de
P15 (R-O(CH32)3sN(CHs),), por atribuir hemdlise, mas com presenca de hidroxilas em
posicdes diferentes.

Até entdo, ndo houve uma atencdo quanto a manutencao da quantidade de
DNA e variagao das substancias em razao molar, tendo em vista exemplos descritos
na literatura (JANJUA et al, 2011; RADI; EI-NAGGAR; NASSEF, 2014). A partir

daqui as analises foram realizadas seguindo esses critérios.

Na Figura 28 estdo representadas as relagdes lineares, obtidas a partir de
DNA a 20,0 pmol L™ e dos compostos P92, P25, P85 e P26 a 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0;
12,0 e 14,0 umol L. As concentracdes foram escolhidas com base na variacao de

razao molar de 1:10 até 1:1, composto:DNA.
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Figura 28 - O grafico dos valores de 1/[Composto] vs.1/(A-Ay) para determinagao da
constante K; dos composto P92, P25, P85 e P26 estdao representados em
(A), (B), (C) e (D), respectivamente.
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Fonte: Autora, 2014.

De acordo com os resultados expostos, a Tabela 6 nos auxilia nas
correlagcbes, ao mostrar as constantes estimadas por UV-Vis, em ordem
decrescente. Vé-se a importancia do ferroceno na reatividade ao DNA desta série,
quando comparado com P365 e P92, cujas estruturas nao apresentam o
organometalico, se diferenciando apenas pela presenca, em P92, de duas hidroxilas
para-substituidas Tabela 4. Ambas as moléculas apresentaram o mesmo valor de

constante.

Nao foram constatadas grandes diferengas de constantes para os derivados
ferrocénicos com hidroxilas, sejam meta substituidas no anel aromatico que esta na
posicao E ao ferroceno; para-substituidas no anel aromatico que esta na posi¢céo Z
ao ferroceno; ou ambas. Mas, P25, cuja estrutura tem uma hidroxila meta substituida
no anel aromatico que esta na posicdo E ao ferroceno, teve menor constante que

P85 e P26, que apresentaram valores idénticos. Em comparacao as demais, P41,
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que nao contém hidroxilas, possui um valor de constante relativamente maior em
relacdo a P25, P85 e P26, sendo um indicativo de que as hidroxilas na estrutura
primaria ndo estao diretamente ligadas a reatividade ao DNA. Entretanto deve se

considerar que nao estdo nas mesmas condi¢des de estudo.

Como a Tabela 6 deixa claro, P15 é o composto com maior valor de Ky, 0
que se deve, provavelmente, a sua cadeia alifatica, principal diferenca estrutural das

demais substancias.

Tabela 6 - Valores das constantes de ligagao K; dos compostos com CT-DNA, por
UV-Vis.

Compostos K; (L mol”)

P15 1,0 x 10°
P41 2,4x10*
P85 8,3 x 10°
P26 8,3 x 10°
P25 6,4 x 10°

Fc 4,4 x10°
P365 2,4 x10°
P92 2,4x10°

Fonte: Autora, 2014.

Na sequéncia dos estudos, foi avaliada outra série de compostos

ferrocénicos, os derivados de H3 (Figura 28).

O critério de razdo molar se manteve e os espectros foram obtidos da
solugdo de DNA a 20 umol L™ e demais compostos variando de 2,0 & 20,0 umol L.
O perfil dos espectros de DNA na auséncia e presengca das substancias é
semelhante aos anteriores, exibindo efeito hipercrémico na banda do DNA. Seu
aumento pode determinar as constantes Kr para a formagado do complexo proposto,

segundo as relagdes lineares da Figura 29.
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Figura 29 - (A), (C), (E), (G) e (I) Espectros no UV de DNA 20 umol L™ na auséncia (a) e
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presenga dos compostos H3 e seus derivados nas concentragdes 2,0; 4,0;
6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 14,0; 16,0; 18,0; 20,0 pmol L" (b-l). O grafico dos
valores de 1/[Composto] vs.1/(A-A,) de cada composto esta representado
em (B), (D), (F), (H) e (J), respectivamente.
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Fonte: Autora, 2014.

As constantes de ligagcdo determinadas acima apresentaram a seguinte
ordem: H3 (1,7 x 10*) > Fc-25 (7,07 x 10°%) > Fc-3 (5,95 x 10%) > Fc-5 (2,26 x 10°) >
Fc-10 (2,1 x 10%). Desta série, a substancia que evidencia maior valor de afinidade é

a precursora H3 que nao contém ferroceno, como substituinte estrutural.

De posse das informagdes adquiridas, outras metodologias foram aplicadas,
com o intuito de auxiliar na elucidacao do mecanismo de reatividade ao DNA, visto
que a eletroquimica mostrou que P41 e P365 interagem com dsDNA de tal modo
que deixam uma ou as duas bases-diagndstico passiveis (guanina e adenina) para
serem oxidadas, o que ndo impede o ferroceno de interagir com as demais

estruturas do DNA, ou como um todo, por meio de interagdes mais fracas.

Como a espectroscopia de UV-Vis para DNA é abrangente, ndo se pode
determinar mecanismo de interacio direta, apenas um indicativo de intercalagdo nao
especifica. Para tanto, optou-se por realizar estudos de fluorescéncia para direcionar
ou excluir o mecanismo de intercalacdo do brometo de etidio para as substancias

supracitadas.
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4.3 Avaliacao da ligacdo competitiva com brometo de etidio intercalado ao
CT-DNA

O brometo de etidio (BE) intercala-se entre os pares de bases da hélice
dupla de DNA e o complexo formado é estabilizado pela interagado por empilhamento
entre as bases e o BE (HEGDE et al., 2012). Esta propriedade somada ao fato de
que a fluorescéncia do BE aumenta apds a adicdo de DNA é o fundamento da
metodologia, ja que esta fluorescéncia pode ser neutralizada, pelo menos em parte,
pela adigdo de uma segunda molécula que compete pelo mesmo sitio. O grau de
inibicdo da fluorescéncia do BE ligado ao DNA foi utilizado para determinar a

extensao da ligacéo entre a segunda molécula e o0 DNA.

A fim de encontrar 0 modo de interacdo entre os compostos de trabalho e o
DNA, foram realizados experimentos de extingdo de fluorescéncia do sistema de BE-
DNA e a constante de ligacdo destes ao DNA na presenca de EB foi calculada,
usando os dados de intensidade de fluorescéncia no Aem. maximo de cada espectro.
Os Aem. variaram de acordo com a condicdo do experimento, onde, para a
doxorrubicina (Dox), o meio foi apenas tampao Tris-HCI pH 7,2 (Aem. = 590 nm), mas
para a série da benzo-hidrazida, foi necessario um meio misto com presenca de
10% de etanol (Aem. = 592 nm), P.A. e para a série analoga ao tamoxifeno e seus
precursores organicos em presenca de 30% de etanol (Aem. = 598 nm). Essa

variacao provou deslocamento batocrémico, de 8,0 nm.

Para o estudo de extingdo da fluorescéncia foi escolhida a Dox como
controle positivo, para comparacido com as demais substancias. O espectro de
emissao do complexo BE-DNA em preseng¢a de Dox esta representado na Figura 30
A, em que a seta indica as alteragdes na intensidade de emissdo com o aumento da
concentracédo de dox. As devidas correlagdes lineares estdo expressas na Figura 30

B e C, para calculo das constantes e sitios de ligacao, presentes na Tabela 7.
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Figura 30 - (A) Espectro de emissdao de BE e CT-DNA, na auséncia e presencga de 1, 2,
3,4, 5e 6 umol L Dox. (B) Regressao linear de Fo/F vs [Dox] (Aem. = 590
nm). (C) Regressao linear de Log[(F0-F)/F] vs Log[Dox] (Aem. = 590 nm)
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Fonte: Autora, 2014.

Na sequéncia, os testes com os demais compostos foram realizados com
éxito. A Figura 31A ilustra o espectro de fluorescéncia do Fc-25, selecionado em
meio aos demais por evidenciar maiores valores de constante, e apresentar um perfil
linear nas curvas (Figura 31 B e C) nas dez concentragdes correspontentes a razao
molar de 1:1 a 10:1, de BE:Ligante. Diferentemente das outras substancias cujos
grafico se comportam como assintota horizontal, alcangcando um valor limite de
70,0 umol L' (série da benzo-hidrazida) e 60,0 umol L™ (série das substancias
analogas ao tamoxifeno), enquanto que Fc-25 nao apresenta esse comportamente a
100 pmol L™
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Figura 31 - (A) Espectro de emissao de BE e CT-DNA, na auséncia e presenga de 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 umol L" Fc-25. (B) Regressao linear de
Fo/F vs [Fc-25] (Aem. = 591 nm). (C) Regressao linear de Log[(F,-F)/F] vs
Log[Fc-25] (Aem.= 591 nm).
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Fonte: Autora, 2014.

As relacbes de linearidade verificadas na Figura 32 serviram como base de
calculo para as constantes demostradas na Tabela 7. Como se vé, os compostos da
série da benzo-hidrazida tém perfil muito semelhante, na série dos analogos ao

tamoxifeno ha uma variagao mais acentuada.
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Figura 32 - Curvas com base na emissao de BE e CT-DNA, na auséncia e presenga de
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 umol L no A.m. = 591 nm (A e B) e Aem. = 598 nm (C
e D). Onde (A e C) regressao linear de Fy/F vs [Composto]. (B e D)
regressao linear de Log|[(F,-F)/F] vs Log[Composto].
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Fonte: Autora, 2014.

Os parametros de ligagdo com DNA estado listados na Tabela 7. Todos os
compostos apresentaram estequiometria de complexacdo 1:1 com DNA. O
percentual de diminuicado da fluorescéncia (%F) do complexo BE-DNA foi calculado
a concentracdo de 60,0 pmol L™ dos analitos, concentracdo escolhida para
comparacdo tendo em vista que alguns compostos da série de derivados

ferrocénicos do tamoxifeno nao solubilizaram em maiores concentragao.

A constante aparente K, € obtida a partir da concentragdo do ligante que
reduz a intensidade de fluorescéncia em 50%. Nenhum dos compostos estudados
mostrou essa redugcao ou proxima, para calculo por extrapolagdo, na faixa de

concentragcido usada Tabela 7.
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Tabela7 - As constantes de extingdo de Sterne Volmer (K,,), constante de ligagao
aparente (K,,p), constante de ligacao (K,), a estequiometria de ligacao (n)
e o percentual de diminuigdo da fluorescéncia (%F) para a ligagao
competitiva entre BE ligado ao CT-DNA entre os compostos estudados.

Compostos Kev Kapp LogK n R Ry %F
(L mol™) (L mol™) (L mol™)
Dox (1,3+£0,08)x10* 13x10" (51+0,3)x10° 0,99+0,06 098 0,98 46,7
P41 (2,8 +£0,05) x 10° B (3,44+0,15)x10° 140,03 0,99 099 14
P15 (2,8 +0,1)x 10° _ (415+£0,24)x10° 1,2£0,05 099 099 132
P25 (2,6 £0,1)x 10° _ (3,52+0,22) x 10° 1,03+0,05 0,99 098 13,5
P26 (9,8 £0,3) x 10° _ (2,48+0,12)x 10° 0,88+0,03 0,99 0,99 6,0
P85 (2,4 £0,05) x 10° _ (2,92 +0,06) x 10° 0,89+0,01 0,99 0,99 13,0
P92 (1,7 £0,07) x 10° _ (29+0,2)x10° 0,92+0,05 099 0,98 95
P365 (8,5+0,9) x 10° _ (1,3£0,1)x10° 0,57+0,03 095 0,98 6,3
*H3 _ _ _ _ _ _ 0
Fc-3 (2,8 £0,06) x 10° _ (3,3+£0,1)x10° 0,97+0,02 099 0,99 14,3
Fc-5 (2,4 +0,05) x 10° B (3,04 £0,06) x 10° 0,91+0,01 0,99 0,99 13,0
Fc-10 (3,2+0,08) x 10° _ (3,6 +0,08)x10° 1,02+£0,02 0,99 0,99 18,0
Fc-25 (3,5+0,09) x 10° _ (4,7+£0,13)x10° 1,3+0,03 0,99 099 152

*H3 houve uma sobreposicao dos espectros. R,°= coefficiente de correlacdo de Ksv; R,"= coefficiente
de correlagao de LogK.

Fonte: Autora, 2014.

Com base na literatura, valores de Kg, em torno de 3,0 x 10* L mol' e Ky =
2,0 x 10° L mol™ sdo vistos como fortes intercaladores de DNA (HEGDE et al., 2012;
SILVA, 2013). Apesar de possuirem constantes mais baixas, todos os compostos
estudados, demonstraram mecanismo de intercalacao, uns mais, como Fc-25; outros

menos, como P365.

Vale salientar que sao varios os tipos de interagdes ndo covalentes que
podem desempenhar um papel na ligagdo de um ligante a uma biomolécula e
incluem ligagbes de hidrogénio, van der Waals, eletrostatica e interagdes
hidrofébicas. Geralmente, o complexo de intercalacéo é estabilizado por forgas de
van der Waals, enquanto que no complexo do sulco menor, a ligagéo € estabilizada
principalmente por interacdes hidrofébicas. Assim, faz-se necessario a realizacao de
estudos termodinamicos para a devida afirmacao de ligagao por intercalagao, pela
mudanca na entalpia e entropia em favorecimento a formagéao do complexo (HEGDE
et al., 2012).
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Para o estudo descrito, a adicdo de H3 para o sistema BE-DNA néo alterou
o pico de flurescéncia, ndo se observando diminuicdo de sua intensidade com
adicdes sucessivas do composto. Conclui-se, assim que H3 nao intercala no dsDNA,
mesmo em concentragado 10 vezes maior que BE, ndo sendo este seu mecanismo
de reatividade. Assim sendo, outro experimento é sugerido para avaliar uma
possivel formagdo de adutos com dsDNA juntamente com seus derivados

ferrocénicos.
4.4 Estudo dainteragdo com DNA plasmidico por eletroforese em gel

O estudo da mobilidade eletroforética do DNA plasmidico pUC 19 pelos
compostos em questao é de grande importancia, pois contribui para o entendimento
do mecanismo de acdo molecular e pode indicar reatividade ao DNA. Esses
parametros foram investigados por eletroforese em gel de agarose para o DNA
plasmidico PUC 19 em presenca de 5% de DMF (SILVA et al., 2013).

Como mostrado na Figura 33, o ferroceno e a série de compostos derivados
da benzoidrazina (H3) ndo alteraram a mobilidade eletroforética do DNA plasmidico
pUC 19, o que sugere que estes compostos ndao fazem adutos estaveis com o DNA
na concentracdo de 100 umol L. Enquanto que a cisplatina, controle positivo,
promoveu uma forte modificacdo em relagdo ao DNA livre, devido a seu mecanismo
de interagdo de ligagbes cruzadas intracadeia. O composto precursor da série, H3,
apresentou diminuicdo de mobilidade em menor grau, podendo ser atribuido a
ligagcbes de hidrogénio entre o nitrogénio e o oxigénio das bases azotas do DNA
(RAJSKI; WILLIAMS, 1998).

Figura 33 - Gel de agarose 1%, apos incubagao dos compostos com DNA pUC 19 por
24h a 37 °C, concentragao das amostras a 100 umol L.

Fe3 Cisplatina PUC 19

Fonte: Autora, 2014.
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Diante dos resultados, a técnica de eletroforese em gel de agarose nos
forneceu um dado importante que corrobora com os estudos de espectroscopia no
UV-Vis e fluorescéncia para H3, onde ha uma interacao direta, o composto perturba
a estrutura do dsDNA, porém nao é intercalante. Para os demais compostos,

provavelmente ndo ha ligagao direta com DNA.

Vale ressaltar que géis nativos sdo executados, de modo que a estrutura
natural do analito € mantida, permitindo uma analise nos quatro niveis da estrutura
biomolecular. Isto consente com o tamanho fisico do complexo montado afetar a
mobilidade. Uma desvantagem, no entanto, € que os complexos nao podem ser
separados de forma limpa ou previsivel, uma vez que é dificil prever como forma e
tamanho da molécula vao afetar a sua mobilidade, onde interacdes mais fracas sao
pouco perceptiveis (KASTENHOLZ et al., 2006).

Excepcionalmente, o composto Fc-10 desta série, juntamente com a série de
derivados ferrocénicos analogos ao tamoxifeno ndo poderam ser avaliadas por essa
metodologia, devido a sua baixa solubilidade. Assim. Nao foi possivel solubiliza-los a
uma concentragao de 100 umol L™ em apenas 5% de DMF. Concentragdes menores
foram testadas, entretanto a concentragdo do DNA que respeitou a relagdo 1:1 com
as amostras nao foi suficiente para uma visualizagdo clara apds revelagdo com

brometo de etidio.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, as alteragbes conformacionais do CT-DNA induzidas pelos
compostos supracitados foram investigadas por eletroquimica, espectroscopia de

absorcao, espectroscopia de fluorescéncia e eletroforese de DNA pUC 19.

De posse dos resultados, por meio do biossensor eletroquimico foi
evidénciada interacdo com dsDNA, pela modificacdo de sua conformacao natural,
expondo a oxidagdo guanina e adenina por P41, e adenina por P365. Nos estudos
com ssDNA em solugao, foi evidenciada interagao apenas com P41, o qual provocou
uma diminuigao de 17% na oxidagao da guanina e 20% da adenina. O ferroceno nao
apresentou interacdo com ds e ssDNA por eletroquimica na concentracao testada. A
microbalanca de cristal de quartzo demonstrou interacdo de P41 com SAM de

AET/dsDNA, pelo aumento da massa aparente.

Os estudos espectrofotométricos possibilitaram determinar valores de
constante de formacgao de complexos entre CT-DNA de fita dupla para os compostos
de ambas as séries em Tampéao Tris-HCI pH 7,2. Dentre os compostos, P15, P41 e

H3 exibiram maior interagdo com CT-DNA em solugao.

Por meio do método de inibicdo da fluorescéncia do complexo BE-DNA os
compostos estudados demonstraram mecanismo de intercalagao parcial, onde Fc-25
exibe as maiores constantes Ks, = (3,5 + 0,09) x 10° L mol™" e K, = 6,7 x 10* L mol™.
Os demais compostos avaliados apresentaram estequiometria de ligagdo 1:1 com
CT-DNA. Apenas H3 mostrou retardamento da mobilidade eletroforética do DNA

plasmidico pUC 19.

Podemos sugerir que o mecanismo de agdo envolva dano ao DNA por
intercalacdo, para tanto, os resultados de estudos termodinamicos e FTIR poderéo

auxiliar nesta confirmacao.
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PERSPECTIVAS

Continuidade ao projeto.

I.  Buscar alternativas para melhorar a solubilidade da samostras;

[I.  Variar a concentracdo nos estudos de ssDNA, para avalia o efeito da
concentracao;

[ll.  Determinar constante de ligagdo ao DNA em solugdo, via VPD, por
eletrodo descartavel de carbono vitreo e comparar aos valores obtidos por UV-Vis;

IV. Otimizar a metodologia de SAM de DNA para estudos com Microbalanga
Eletroquimica de cristal de quartzo;

V. Investigar a interacdo dos compostos mais ativos com DNA em nivel
estrutural, com auxilio de métodos como FTIR-ATR, espectroscopia RAMAN e
Ressonancia Magnética Nuclear;

VI. Investigar a reatividade de outros compostos organometalicos, como
derivados de ruténio, frente ao dsDNA.
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GLOSSARIO

Plasmidio: sdo moléculas circulares duplas de DNA capazes de se reproduzir
independentemente do DNA cromossémico. Ocorrem geralmente em bactérias e por
vezes também em organismos eucariéticos unicelulares.

Corrente faradaica: corrente produzida por uma reagdo eletrodica, devida a
transferéncia de elétrons que se processa quando oxidagao (perda de elétrons) ou
reducao (ganho de elétrons) ocorre sobre a superficie do eletrodo.

Cromoéforo: grupo insaturado covalente responsavel pela absorgéao eletrénica.

Auxocromo: grupo saturado que, quando ligado a um cromoforo, altera tanto o
comprimento de onda como a intensidade da absorcao.

Deslocamento batocromico: é o deslocamento de uma absorcdo para um
comprimento de onda maior (deslocamento para vermelho).

Deslocamento hipsocromico: € o deslocamento de uma absor¢ao para um
comprimento de onda menor (deslocamento para azul).

Efeito hipercromico: € um aumento da intensidade da absorgao.
Efeito hipocromico: é uma diminuicao da intensidade de absorcao.

Corrente catodica: corrente de redugéoé, por convengao, assinalada com um sinal
positivo.

Corrente andédica: corrente de oxidagao &, por convencao, assinalada com um sinal
negativo.

Tampao TBE:é uma solugdo tampao contendo uma mistura de base T (Tris), B
(acido Bdérico) e E (EDTA), usado em procedimentos envolvendo acidos nucleicos.

Tampao TBE 10X: Isto significa que o rendimento € 10 vezes maior que a solugao
pronta para uso 1X concentrada, podendo ser 0,5X. Onde o Tris esta 10/1 na
solucdo em comparacéo a soma das concentragdes dos demais reagentes.

Nuclease: € uma enzima capaz de quebrar as ligagdes entre os nucleotideos, que
s&o subunidades do acido nucléico.

MTT: Ensaio colorimétrico usado para determinacédo da citotoxicidade de farmacos
por meio da acdo de enzimas redutoras de MTT.
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